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Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung ist ein neues spannungsabhangiges Kaliumkanalprotein. Kv6.2. (SEQ ID NO: 2 und 4). 
Femer werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung erstmals heterologe Kaliumkanule zur Verfugung gestellt, die das 
5 Kaliumkanalprotein sowie weilere Kaiiumkanaluntereinheiten, wie z. B. das Kv2. 1 Protein enthalten. Femer sind erfin- 
dungsgemafi Vektoren eingeschlossen, die die Kaliumkanaluntereinheit Kv6.2 enthalten, sowie diese Vektoren enthal- 
tende Wirtszellen, die die Kaliumkanaluntereinheit bzw. die Kaliumkanale exprimieren. Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung sind femer gegen die Kaliumkanaluntereinheit gerichtete Antikorper Femer wird erstmals ein Verfahren zum 
Identifizieren von Substanzen zur Vertiigung gestellt, die Kaliumkanale offnen, schlieBen, aktivieren, .inaktivieren oder 
10 in ihren biophysikalischen Eigenschaften verandem konnen, GeiiiaB einer besonderen AusfUhrungsform der Erfindung 
. "dient das VerfaJiren zum Identifizieren bzw. Auffinden yon Antiarrhylmika. 

Die Membranen von Saugetierzellen sind fiir die surukturelle Integritai und die Aktivitat von Zellen und Gewebe von 
groBer Bedeutung. Fine Vielzahl von Stoffwechselprozessen wird von Membran-durchspannenden Tonenkanalen gesteu- 
ert. In der Vcrgangenheit konnten verschiedene lonenkanale identifiziert werden, durch die Kalzium, Natrium und /oder 
IS Kalium die Zelimembran passieren konnen. 

Die Aktivitat von Kaliumkanalen kann entweder durch intrazellulare Signalstoffe wie cAMP oder durch Potentialdif- 
ferenzen an der Zelimembran reguliert werden. Diese Potentialdifferenzen oder Spannungen kommen durch unterschied- 
liche lonenkonzenu-ationen innerhalb und auBerhalb der Zelle zustande. 

Spannungsabhangige Kaliumkanale sind abhangig je nach des entlang der Zelimembran vorliegenden Potentials ge- 
20 offnet oder geschlossen. Es sind verschiedene Klassen von spannungsabhangigen Kaliumkanalen bekannt, deren Aufbau 
in der Regel ahnlich ist. Cirundsatzlich bestehen sie aus vier honiologen a-Untereinheiten und vier P-Untereinheiten. Die 
P-Untereinheiten sind fur die Regulation der Aktivitat des Kanales wichtig, wahrend diea-Untereinheiten den eigentli- 
chen funktionellen Kaliumkanal bilden (O. Pongs, Biospektrum 3 (1997) 21-26). Diea-Untereinheiten gehoren zu einer 
gemeinsamen Gensuperfamilie. Sie besitzen eine vergleichbare zweidimensionale Struktur, aus der eine fiir Kaliumka- 
25 nale typische Membrantopologie hervorgeht (O. Pongs, Physiol. Rev. 72 (1992) 69-88.; L.Y. Jan et al.. Nature 371 
(1994? n 9-122; K.G. Chaody et al., in Handbook of Receptors and Oiannels ed. R.A. North, Boca Raton 1 (1994) 
1-71). Jcdc a-Untcrcinhcit bcsitzt scchs hydrophobe Mcmbran-durchspanncndc Scgmcntc S1-S6 und zwischcn S5 und 
S6 die sogenannte P- Region, die von der extrazellularen Seite in die Membran eintaucht. Die P-Region hat einen ent- 
scheidenden Anteil an der Ausbildung der Kaliumkanalpore. Das S4-Segment enthalt mehrere Aminosauren mit positi- 
30 ven Ladungen, die wahrscheinlich fiir die Spannungsempfindlichkeit des Kanals einen wesentlichen Beitrag liefem. 

Die Familie der spannungsabhangigen Kaiiumkanaluntereinheiten laBt sich in mehrere Unterfamilien unterteilen, von 
denen die Kvl- bis Kv4-FamiLien gut charakterisiert sind (V/. Stuhmeret al., EMBO J. 8 (1989) 3235-3244; B. Albrecht 
et al.. Receptor and Channel 1 (1993) 99-l(X); J. Rettig et al., EMBO J. 11 (1992) 2473-2486; Serodio et al., J. Neuro- 
physiol. 75 (1996) 2174-2179). Innerhalb der Unterfamilien liegt die Sequenzidentitat der eirizelnen a-Untereinheiteri 
35 untereinander auf der Ebene der Aminosauren bei > 60%. Die bisher klonierten a-Untereinheiten der Fatnilien Kvl bis 
Kv4 exprimieren funktionelle Kaliumkanale in heterologen Expressionssystemen, d. h. nach Injektion von DNA und 
mRNA in Xenopus Oozyten bzw. in Gewebekulturzellen (Chinese Hamster Ovary (CHO) Zellen, Human Epithelial Kid- 
ney (HEK) 293 Zellen) oder nach TVansfektion von Gewebekulturzellen mit fur a-Untereinheiten kodierender DNA in 
geeigneten Expressions vektoren wie pcDNA3 (s. u.). 
40 Zusatzlich zu a-Untereinheiten von Kvl bis Kv4 sind noch weitere potentielle Kv a-Untereinheiten bekannt (M.A. 
Post et al., FEBS 399 (1996) 177-182; J.R Hugnot et al., EMBO 15 (1996) 3322-3331; A. CasteUano et al., J. Neurosci. 
17 (1997) 4652-4661; J.A. Drewe et al., J. Neurosci. 12 (1992) 538-548, die zu Kvl bis Kv4 bezogen auf die Amino- 
sauren eine Sequenzidentitat von <60% zeigen. Diese Kanale wurden als Kv5.1, Kv6.1, Kv7.1, Kv8.1 bezeichnet. 
Hauptmerkmal dieser a-Untereinheiten ist, daB sie zwar fiir Kaliumkanal a-Untereinheiten typische Sequenzmerkmale 
45 enthalten, aber als Homomultimere keine funktionellen Kanale in heterologen Expressionsystemen ausbilden. Es ist aber 
moglich, dafi diese a-Untereinheiten zusammen mit a-Untereinheiten der Kv2 Familie Heteromultimere ausbilden, die 
funktionell exprimierbar sind, d. h. funktionelle Kaliumkanale bilden (M.A. Post et al. (a.a.O.); J.P. Hugnot et al. 
(a.a.O.); A. CasteUano et al. (a.a.O.). 

Spannungsabhangige Kaliumkanale konnen vielfaltige physiologische Aufgaben ubemehmen, die von der Regulation 
50 des Membranruhepotentials bis hin zur Regulation der Exozytose und Zellproliferation reichen. In erregbaren Zellen ha- 
ben spannungsabhangige Kaliumkanale eine wichtige Bedeutung fiir die Repolarisation der Aktionspotentiale und die 
Regulation des Schwellenwertes, von dem aus ein Aktionspotential ausgelost werden kann. Insofem steuert die Aktivitat 
von Kaliumkanalen sowohl die Dauer und Verlaufsform des Aktionspotentials als auch die Aktionspotentialauslosungs- 
frequenz. Dies gilt auch fiir die rhythmische Erzeugung von Aktionspotentialen im Herzmuskelgewebe, dem Myocard 
55 (R.E. Ten Eick et al., FASEB J. 6 (1992) 2568-2580). 

Mehrere disi Inkte Kaliumkanal typen sind an der Generierung und Repolarisierung der Aktionspotentiale im Myocard 
beteiligt. Die Vi diesen Kanalen generienen Str5me werden als I^q, Ikr und Isk bezeichnet ist ein schnell aktivie- 
rcnder transientcr Kaliumauswartsstrom, Ikr ist ein schnell aktivierender, nicht inaktivierender Kaliumauswartsstrom, 
Isk ist ein langsam aktivierender Kaliumauswartsstrom. Diese Strdme wurden an dissoziierten, in Kultur gehaltenen 
60 Myocardzellen gemessen (R.C. Kass und T..C. Freeman, Trends Cardiovasc. Med. 3 (1993) 149-159; D.M. Barry und 
J.M. Nerbonne, Ann. Rev. Physiol. 58 (1996) 363-394). Die Analyse von erblichen Herzrhythmusstorungen, die zu ei- 
nem langen QT-Syndrom, d, h. einer verzogerten Repolarisierung des kardiakalen Aktionspotentials, fuhren, hat gezeigt, 
daB der IsK-J>tJ'om im wesentlichen durch KvLQTl/Kv-Kanale vermittelt wird (M.C. Sanguinetti et al.. Nature 384 
(1996) 80-83; J. Berhamin et al.. Nature 384 (1996) 78-80). HERG/Kv-Kanale vermitteln Strome, die zur Nachhyper- 
65 polarisierung und damit zur StabiUsierung des Schwellenwertes beitragen (P,L. Smith et al.. Nature 379 (1996) 
833-836). Pharmakologisch ist es moglich, HERG-Kanale relativ spczifisch durch Pharmaka wie E-4031 zu blockieien 
(P.S. Spector et al., Cir. Res. 78 (1996) 499-503). Vermutlich sind Kanale des TVpus Kvl.5 und Kv4.3 sowie die hier be- 
schriebenen Kv2.1/Kv6.2 Kanale an der Ausbildung des leo und Ikr beteiligt (vgl. R.(^ Kass und L.C Freeman, Trends 
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Cardiovasc. Med. 3 (1993) 149-159; D.M. Barry und J.M. Nerbonne, Ann, Rev. Physiol. 58 (1996) 363-394). Es ist 
noch nicht bekanni, welche und wieviele Kaliumkanaie insgesamt an der Repolarisierung des kardiakalen Aktionspoten- 
tials beteiligt sind, 

Herzrhythmusstorungen werden gegenwarlig haufig mit lonenkanalblockem behandelt. Die A^Tirkungsweise dieser 
Blocker laBt sich dahingehend klassifizieren, ob sie die Depolarisierungsgeschwindigkeit (Anstieg) des kardiakalen Ak- 5 
tionspotentials verzogem (z. B. Flecainid, Phenytoin) bzw. die Dauer des kardiakalen Aktionspotentials verlangem (z. B. 
Sotalol, Aminodaron, Chinidin, Disopyramid) oder aber die Dauer des kardiakalen Aktionspotentials verkiirzen (z.B, 
Lidocain, Mexiletin). Ein wichtiges Praparat ist die Substanz Propafenon (Merck-Index XI 7806), die zu den Antiarrhyt- 
mika der Klasse Ic gezahlt wird (H. Honjo et al. Br. J. Pharmacol, 97 (1989) 731-738). Propafenon wird bei symploma- 
tischen und behandlungsbedurftigen lachykarden supraventrikuiaren Herzrhythmusstorungen, wie z. B. AYjunktionale lO 
Tachykardien, supra venuikulare Tachykardien bei WPW-Syndrom oder paroxysmales Vorhofflirnmem und sch\yerwie- 
gend symptomatische ventrikulare lachykarde Herzrhythmusstorungen eingesetzt (J. Braun und R. Preuss. Kiinikleitfa- 
den Tnrensi vmedizin, 2. Auflage, Jung Johann Verlagsgesellschaft, Neckarsulm/Sturtgart (1 992)). Die Verahreichung yon 
Propafenon fuhrt, wie in einigen experiraentellen Arbeiten beschrieben, nach einem VerschluB der Herzgefafie zu einer 
verbesserten metabolischen und funklioneUen Erholung des Herzens (LX. Liu et al. Eur. J. Pharmacol. 250/1 (1993) 15 
361-369). 

Fiir den Wirkungsmechanismus von Propafenon wird eine Blockade spannungsabhangiger Natriuni-Kanaie angenom- 
men. Propafenon blockiert zusStzlich den L-iype Kalzium-Kanal, eine Reihe von Kalium-Kanalen und p-adrenerge Re- 
zeptoren (A.O. Grant J, Cardiovasc. Elektrophysiol. 7 (1996) 353-364). Bei relativ hohen Konzentrationcn sind Interak- 
tionen mit den einzelnen lonenkanalen und P-adrenergen Rezeptoren diskutiert worden (J.C. Hancox und J,S. Mitche- 20 
son. Br. J. Pharmacol. 121 (1997) 7-14; B. Koller und M.R. Franz. J. Cardiovasc. Pharmacol. 24 (1994) 753-760; (j. 
Malfatta et al. Eur. Heart J. 14 (1993) 1253-1257). Ein Kanal, fur den Propafenon eine hohe Bindungsaffinitat hat, ist im 
Stand der Technik jedoch nicht bekannt. 

Propafenon weist jedoch den Nachteil auf, daB beim Patienten vorubergehend Kopfschmerzen, SchwindeL Augen- 
flimmem oder Magen-Darm-Storungen aufu-eten konnen (J. Braun und R. Preuss. Klinikleitfaden Intensivmedizin, 2. 25 
Auflage, Jung Johann Verlagsgesellschaft, Neckarsubii/Stuttgart (1992). Bei alleren Patienten koimnen haufig hypotone 
Krcislaufstorungcn vor. Bei stark vorgcschadigtcm Myokard konnen uncrwunschtc Bccintrachtigungcn der Errcgungs- 
leitung im HIS-Purkinje-System und der Myokardkontraktilitat auftreten (P. X^igreux et al. Therapie 50 (1995) 413-418; 
RJ. Podrid und J.L. Anderson. Am. J. Cardiol. 15 (1996) 430-434; E. Aliot und I. Denjoy. Am. J. Cardiol. 77 (1996) 
66A-71A). . . 30 

Aufgrund der Nebenwirkungen von Propafenon und anderen im Stand der Technik bekannten Antiarrhythmika wird 
standig nach neuen Wirkstoffen gesucht. Das gezielte Screening nach neuen Antiarrhydimika erfolgt in der Pharma-In- 
dustrie bislang in der Regel mit Hilfe einer Langendorf-Apparatur. Dabei wird die Funktion eines isolierten Kaninchen- 
oder Mauseherzens unter entweder einem konstanten Druck oder einem konstanten Flu6 gemessen (A. von Bethmann et 
al. Am, J. Respir. Crit. Care Med, 153 (1996) A529). 35 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein neues Testsystem (Assay) zur Verfugung zu stellen, das geeignet 
ist, Stoffe auf ihre Eignung als Antiarrhythmika zu testen, d. h. mit dem getestet werden kann, ob sich Wirkstoffe als An- 
tiarrhythmika eignen. Insbesondere soil der Assay verwendet werden konnen, um auf einfache Weise gezielt Wirkstoffe 
daraufhin testen, ob sie die Modulation von IKR-Stromen ermoglichen. Mit dem Testsystem sollen Pharmaka somit auf 
ihre Wirkung gegenuber iKR-Su-omen uberpruft werden konnen. Insbesondere ist es Aufgabe der vorliegenden Erfin- 40 
dung, ein Testsystem zur Verfugung zu stellen, das den bislang notwendigen Einsatz der Langendorf-Apparatur uberflus- 
sig macht oder zumindest stark einschrankt. 

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe durch Wirtszellen gelost, die den spannungsabhangigen Kaliumkanal 
Kv2.1/Kv6.2 exprimieren. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird uberraschenderweise eine neue Untereinheit eines Kaliumkanalproteins, 45 
Kv6.2, zur Verfugung gestellt, die in Verbindung mit Kv2.1-Untereinheiten nicht-inaktivierende Kaliumauswartssurome 
vemiittelt, die aufgrund ihrer Eigenschaften zu IKR-Stromen beiu-agen konnen. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
zeigte es sich, daB die erfindungsgemaBen Kv2.1/Kv6.2-Kanale hochsensitiv gegen das Klasse IC Herzandarrhythmi- 
kum Propafenon sind. Die erfindungsgemaBen Kaliumkanale eignen sich in besonderer Weise zur gezielten Identifizie- 
rung und Entwicklung von Wirkstoffen zur Behandlung von Erkrankungen des Herzkreislaufsystems und des Nervensy- 50 
stems in Mensch und Her, insbesondere von Antiarrhytmika. 

Das erfindungsgemaBe humane Kaliumkanalprolein weist die in SEQ ID NO: 2 gezeigte Aminosauresequenz auf. 

Das erfindungsgemaBe murine Kaliumkanalprolein weist die in SEQ ID NO: 4 gezeigte Aminosauresequenz auf. 

ErfindungsgemaB eingeschlossen sind auch Homologe, d. h., im Myocard exprimierte Kaliumkanalproteine des Ky6.2 
Typs mit mindestens 60% Sequenzidentitat, sowie Derivate oder Fragmente der Kaliumkanalproteine, die die gleiche 55 
elektrophysiologische, phannakologische und biologische Wirksamkeit und/oder Immunogenitat aufweisen. 

Oberraschenderweise wurde festgestellt, daB die bislang unbekannte Kaliumkanaluntereinheit Kv6.2 im Vbrhof des 
Ilcrzens von Saugem prominent exprimiert wird (siehe Beispiel 7). In Northern Blots von mRNA exu-ahiert aus ver- 
schiedenen humanen Geweben wurde Kv6.2 mRNA zusatzlich noch in Leber, Skelettmuskel, Niere, Pankreas und in 
sehr geringen Mengen in Gehim, lAinge und Placenta gefunden. ^ 

Das erfindungsgemaBe Kaliumkanalprotein sowie Homologe, Derivate oder Fragmente desselben mit gleicher elek- 
U-ophysiologischer, pharmakologischer und/oder biologischer >\^irksamkeit und/oder Immunogenitat sind auf verschie- 
denen, dem Fachmann bekannten Wegen erhalQich. Zum einen konnen das Kaliumkanalprotein oder Homologe, Deri- 
vate Oder Fragmente desselben mittels cheraischer Synthese hergestellt werden. Desweiteren konnen Antikorper gegen 
Fragmente des Polypeptids nach dem Fachmann bekannten Methoden hergestellt werden (E. Harlow und D. Lane, An- 65 
tibodies: A Laboratory Manual (1988) Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY.). Mittels dieser Anti- 
korper kann dann das erfindungsgemaBe Kaliumkanalprotein oder Derivate und Fragmente desselben aus Zellen isoliert 
werden, die es exprimieren. Dabei kann es sich um Zellen handeln, die naturlicherweise das Kaliumkanalprotein expri- 
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mieren, es ist aber ebenso denkbar, daB Zellen verwendet werden, in die fur das erfindungsgemaBe Kaliumkanalprotein 
kodierende Nukleinsauremolekiile eingefiihrt werden und die das Protein anschlieBend unter geeigneten Bedingungen 
expri mieren. 

Gegenstand der Erfindung ist femer ein Kaliumkanal, der dadurch gekennzeichnet ist, daB er mindestens die Kalium- 
5 kanaluntereinheit Kv6.2 enthalt. ErfindungsgemaB kann der Kaliumkanal neben der Untereinheit Kv6.2 auch andere Ka- 
liumkanaluntereinheiten enthalten. Dabei kommen besonders die Untereinheiten Kv2.1, Kv2.2 und Kv2.3 in Frage. Be- 
sonders be vorzugt enthalt er zusatzlich die Kaliumkanaluntereinheit Kv2.L Die spezifischen Eigenschaften des Kaliuni- 
kanals hangen von den Kaliumkanaluntereinheiten ab, die er neben Kv6.2 enthalt. Enthalt er neben Kv6.2 die Kalium- 
kanaluntereinheit Kv2.1, so handelt es sich um einen spannungsabhangigen Xahumkanal, der bei Depoiarisierung der 
10 Membran Auswartsstrome vermitielt. 

. . Gegenstand. der Erfindung sind femer Nukleinsauremolekule, die dadurch gekennzeichnet sind, daB sie fur die erfin- 
dungsgemaBen Kaliumkanalproteine und Kaliumkanale, deren Homologe, Derivate und/oder Fragmente mit gleicher 
elektrophysiologischer, phaimakologischer und/oder biologischer Wirksamkeit und Tnimunogenitat kodieren. Besonders 
bevorzugt konnen diese erfindungsgemaBen Nukleinsauremolekule ausgewahlt werden aus 

15 

a) der in SEQ ID NO: 1 angegebenen Nukleotidsequenz, 

b) syngenen oder koniplementaren Sequenzen der Sequenzen gemaB a), soweit sie fur Proteine und Polypeptide 
mit gleicher eleku-obiologischer, phamiakologischer und/oder biologischer Wirksamkeit und/oder Immunogenitat 
kodieren, und 

20 c) allelischen Varianten und Fragmenten der Sequenzen gemaB a) und b), 

Bestandteil der Erfindung ist femer ein Vektor, der dadurch gekennzeichnet ist, daB er eines oder mehrere der oben ge- 
nannten Nukleinsauremolekule enthalt. Geeignete Vektoren sind pBluescript KS* und pBluescript KS" (Stratagene, La 
Jolla, CA, US), sind aber nichl auf diese beschrankt. GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist der 

25 Vektor ein Expressionsveklon Ein geeigneter Expressionsvektor ist pcDNA3 (Inviu-ogene, Carlsbad, CA, US), die Erfin- 
dung ist aber nicht auf diesen beschrankt. Die erfindungsgemaBen Nukleinsauremolekule konnen in diese Vektoren nach 
allgcmcincn bckanntcn Mcthodcn klonicrt. werden (T. Maniatis ct al.. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (1982) 
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, US). ErfindungsgemaB enthalten die Expressionsvektoren 
KontroUelemente fiir Trans kripti on, Transkriptionsstart, Transkriptionsende, mRNA-Prozessierung und Translation, die 

30 in den erfindungsgemaB verwendelen Expressionssystemen in aktiver Form vorliegen. 

Bevorzugt enthalten die erfindungsgemaBen Vektoren Sequenzen, die die Rephkation der erfindungsgemaBen Nukle- 
insauremolekule erleichtem. Besonders bevorzugt enthalten sie ferner Sequenzen, die die Integration der Nukleinsaure- 
molekule in das Genom einer Wirtszelle erleichtem. 

Gegenstand der Erfindung sind ferner Wirtszellen, die niit den erfindungsgemaBen Vektoren transforniiert sind. Be- 

35 sonders bevorzugt sind diese Wirtszellen CHO-Zellen oder Xenopus Oozyten. Als Wirtszellen kommen aber auch an- 
dere Eukaryontenzellen aus der Gruppe bestehend aus COS, HEK 293, NIH-3T3 in Frage, sind aber nicht auf diese be- 
schrankt. Von Bedeutung ist, daB die Promotor- und/oder Enhancersequenzen auf die mit den Vektoren transformierten 
Wirtszellen abgestimmt sind. Dadurch kann eine erhohte Expression der erfindungsgemaBen Polypeptide sichergestellt 
werden. 

40 Femer ist eine Wirtszelle Gegenstand dieser Erfindung, die dadurch gekennzeichnet ist, daB sie neben den erfindungs- 
gemaBen Vektoren zusatzlich mit einem weiteren Vektor transformiert ist, der eine Nukleinsauresequenz enthalt, die fur 
eine andere Kaliumkanaluntereinheit kodiert. Besonders bevorzugt kodiert diese Nukleinsauresequenz fiir die Kalium- 
kanaluntereinheit Kv2.1 CB. Albrecht et al. Receptor and Channel 1 (1993) 99 100). Sie kann aber auch fiir andere Ka- 
liumkanaluntereinheiten wie Kv2.2 und Kv2.3 kodieren. 

45 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist femer eine Wirtszelle, die einen funktionellen Kaliumkanal exprimiert, der 
die Kaliumkanaluntereinheit Kv6.2 enthalt. Die erfindungsgemaBe Wrtszelle exprimiert den funktionellen Kaliumkanal 
vorzugsweise auf ihrer Oberflache, es ist aber ebenso moglich, daB der funktionelle Kaliumkanal in inu-azellularen Mem- 
branen exprimiert ist. 

ErfindungsgemaB eingeschlossen ist femer ein Verfahren zum Identifizieren und Testen von Substanzen, die geeignet 
50 sind, die von den erfindungsgemaBen Wirtszellen exprimierten Kaliumkanale zu offnen, zu schlieBen, zu aktivieren, zu 
inaktivieren und/oder in ihren biophy si kalischen Eigenschaften zu verandern, bei dem man - * 

a) an den erfindungsgemaBen Wirtszellen den Kaliumauswartsstrom miBt, 

b) die W^szellen mit einer zu untersuchenden Substanz in Kontakt bringt und 
55 c) an den Wrtszellen emeut den Kaliumauswartsstrom miBt, 

wobei der Unterschied zwischen den KaliumauswartsstrOmen vor und nach Zugabe der Substanz die Aktivitat der Sub- 
stanz bestimmt. Dabei ist die Aktivitat einer Substanz im Ilinblick auf ihre Fahigkeit, Kahumkanale zu oflfnen, zu schlie- 
Ben, zu aktivieren, zu inaktivieren oder in ihren biopysikalischen Eigenschaften zu verandem umso hoher, je niedriger 

60 die hinzuzusetTende Konzentration der Substanz ist, um eine Anderung der Kaliumauswartsstrome zu erreichen. 

Besonders bevorzugt exprimieren die verwendeten Wirtszellen den erfindungsgemaBen Kaliumkanal auf ihrer Ober- 
flache. Auf diese Weise konnen die Substanzen dadurch identifiziert bzw. getestet werden, daB man den Ausstrom von 
lonen aus den Zellen durch den erfindungsgemaBen Kaliumkanal miBt. Das Ausstromen von lonen wird bevorzugt mit 
der "patch-clamp"-Methode (vgl. z. B. O-.R HamiU et al., Pflugers Arch. (1981) 85-100) durch Anlegen depolarisieren- 

65 der Testpotentiale bestimmt. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist femer eingeschlossen, die erfindungsgemaBen Wirtszellen nach dem Fach- 
mann gut bekannten Methoden mit *^b-Ionen zu beladen, die durch Kaliumkanale so gut wie Kaliumionen permeieren 
konnen. Die beladenen Zellen konnen in CJegenwart von zu testenden Substanzen kultiviert werden. Danach kann der 
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EinfluB der Substanzen auf den ®^b-Auswartsstrom der mit ^Rb beladenen Zellen mit dem Fachmann bekannten Me- 
thoden gemessen werden (R.S. Rogowski et al. Mol. Pharmacol 50 (1996) 1167-1177). 

ErfindungsgemaB wird eine Subslanz als eine offnende Substanz bczeichnet, wenn nach Zugabe der Substanz bei ci- 
nem Membranpotential, bei dem ohne Zugabe der Substanz keine Kaliumauswartsstrome flieBen, Kaliumauswarts- 
strome flieBen. ^ 

ErfindungsgemaB wird eine Substanz als eine aktivierende Substanz bezeichnet, wenn nach Zugabe der Substanz ein 
bereits vorhandener Kali umaus warts sU-om verstarkt wird. 

ErfindungsgemaB wird eine Substanz als eine schheBende Substanz bezeichnet, wenn nach Zugabe der Substanz bei 
einem Membranpotential, bei dem ohne Zugabe der Substanz.Kahumauswartsstrome flieBen, keine Kaliumauswarts- 
strome flieBen, , : . . 

ErfindungsgemaB wird eine Substanz als eine inaktivierende Substanz bezeichnet, wenn nach Zugabe der Substanz ein 
bereits vorhandener Kali umaus wartsstrom vermindert wird, ohne daB der KaliumauswartssUrom voUstandig zum Erlie- 
gen kommt. 

ErfindungsgemaB wird eine Substanz als eine verandemde Substanz bezeichnet, wenn durch Zugabe der Substanz bio- 
physikalische Eigenschaften des Kaliumkanals wie Spannungsabhangigkeit, Leitfahigkeit, Aktivierungszeilkonstanten, 15 
Inaktiviemngszeitkonstanten, Schaltverhalten, Offenzeiten oder Geschlossenzeiten verandert werden. 

Anderungen in der Spannungsabhangigkeit der Akti vierung fuhren erwartungsgemaB bei Testpotentialen, die Kalium- 
auswartsstrome hervorrufen, zu einer Stromzunahme oder Stromabnahme. Leitfahigkeitsanderungen fuhren ebenfalls zu 
einer Zu- oder Abnahme der KaliumauswartssUrome. Anderungen der Aktivierungszeilkonstanten fuhren zu einer Ver- 
langsamung oder Beschleunigung der Akti vierung von Kaliumauswartsstromen. Anderungen der Inaktivierungszeitkon- 20 
stanten sowie des Schaltverhaltens konnen wahrend eines Teslpulses zu einer Zunahme oder Abnahme der Auswarts- 
strome fuhren. Das gleiche gilt, wenn die Offenzeiten oder Geschlossenzeiten der zu messenden Kaliumkanale verandert 
werden (B. Hille, Ionic Channels of Excitable Membranes, 2. Ausgabe (1993), Sinauer Associates Inc, Sunderland, 
Massachusetts, USA). 

ErfindungsgemaB wird eine Substanz auch dann als eine verandemde Substanz bezeichnet, wenn durch Zugabe der 25 
Substanz die Zelloberflachenexpression des Kaliumkanals verandert wird, Eine Veranderung der Zelloberflachenexpres- 
sion fiihrt zu cincr Zunahme bzw. Abnahme der zu messenden Kaliumauswartsstrome. 

Gegenstand der Erfindung ist femer ein Verfahren zum Identifizieren und Testen von Substanzen, die geeignet sind, 
Kaliumkanale zu offnen, zu schlieBen, zu akti vieren. zu inaktivieren oder in ihren biopysikalischen Eigenschaften zu ver- 
andem, bei dem man 30 

a) an den erfindungsgemaBen Wirtszellen das Membranpotential miBt, 

b) die Wirtszellen mit einer Substanz in Kontaktbringt und 

c) an den Wirtszellen emeu t das Membranpotential miBt, 

35 

wobei der Unterschied zwischen dem Membranpotential vor und nach Zugabe der Substanz die Aktivitat der Substanz 
bestimmt. Dabei ist die Aktivitat einer Substanz im Hinblick auf ihre Fahigkeit, Kaliumkanale zu oflfnen, zu schlieBen, zu 
aktivieren, zu inaktivieren oder in ihren biopysikalischen Eigenschaften zu yerandem umso hoher, je niedriger die ein- 
zusetzende Konzentration der Substanz ist, um eine Anderung des Membranpotendals zu erreichen. 

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Verfahren zum Identifizieren und Testen von Substanzen, die geeignet sind, 40 
Kaliumkanale zu dffnen, zu schlieBen, zu aktivieren, zu inaktivieren oder in ihren biopysikalischen Eigenschaften zu ver- 
andem, bei dem man 

a) in den erfindungsgemaBen Wirtszellen das Membranpotential und den Kaliumauswartsstrom miBt, 

b) die Wirtszellen mit einer Substanz in Kontakt bringt und 45 

c) das Membranpotential und den Kaliumauswartsstrom emeut miBt, 

wobei die Unterschiede zwischen dem Membranpotential und dem Kaliumauswartsstrom vor und nach Zugabe der Sub- 
stanz die Aktivitat der Substanz bestimmt. Dabei ist die Aktivitat einer Substanz im Hinblick auf ihre Fahigkeit, Kalium- 
kanale zu offnen, zu schlieBen, zu aktivieren, zu inaktivieren oder in ihren biopysikalischen Eigenschaften zu verandem 50 
umso hoher, je niedriger die einzusetzende Konzentration der Substanz ist, um eine Anderung des Membranpotendals 
sowie des Kaliumauswartsstromes zu erreichen, 

Besonders bevorzugt sind die in den erfindungsgemaBen Verfahren verwendeten Wirtszellen Xenopus Oozyten. Fer- 
ner sind erfindungsgemaB CHO Zellen sowie andere Gewebekulturzellen wie COS-Zellen und HEK 293 Zellen bevor- 
zugt, die Auswahl ist aber nicht auf diese beschrankt, solange in den verwendeten Wirtszellen ein funktioneller Kalium- 55 
kanal erhalten werden kann. 

Uberraschenderweise hat es sich im Rahmen der vorliegenden Erfindung gezeigl, daB funktionelle Kahumkanale, wel- 
che die Kaliumkanaluntereinheiten Kv6.2 und Kv2.1 enthalten, einen hochaffinen Rezeptor fur Propafenon darstellen. 
Daher eignet sich das erfindungsgemaBe Verfahren unter Verwendung von Wirtszellen, die den Kv2.1/Kv6.2-Kaliumka- 
nal exprimieren, zum Auffinden und Testen von neuen oder bekannten Substanzen und Wirkstoffen, die einen Effekt auf 60 
den Herzrhythmus haben. Besonders bevorzugt eignet sich das erfindungsgemaBe Verfahren zum Auffinden und Testen 
von Klasse IC Antiarrhythmika. 

Somit ist im Rahmen der vortiegenden Erfindung die Identifizierung von Substanzen moglich, die dazu geeignet sind, 
die erfindungsgemaBen Kaliumkanale zu offnen, zu schlieBen, zu aktivieren, zu inaktivieren oder in ihren biopysikati- 
schen Eigenschaften zu verandem. Aufgrund der spezifischen Lokalisation und Funktion dieser Kanale konnen deren 65 
Modulatoren (aktivierend oder inaktivierend) in unterschiedlichen cardiovaskularen und neuronalen Bereichen eine Be- 
handlung ermoglichen. 

Im cardiovaskularen Bereich sind auBer dem Herzryhthmus die Kontraktionskraft und die Herzdurchblutung von Be- 

5 
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deutung. Modulatoren der erfindungsgemaBen Kaliumkanale konnen somit polentiell in der Therapie von Arrhythmien 
Oder Bluthochdnick sowie bei der Cardioproiektion eingesetzt werden. 

Im neuronalen Bereich spielen Kaliumkanale eine cntscheidende RoUe in der Regulation der Akti vital von Neuronen. 
Modulatoren dieser Kaliumkanale konnen potentiell Lem- und Gedachmisfunktionen beeinflussen und beispielsweise 
5 bei neurodegenerativen Erkrankungen (z. B. Epilepsien, Ischamien, Schlaganfall, Morbus Parkinson und Alzheimer) 
therapeutisch eingesetzt werden. 

Femer werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung Antikorper zur Verfiigung gestellt, die an das isolierte erfin- 
dungsgemaBe Kaliumkanalprotein oder an Derivate oder Fragmente desselben mit gleicher elektrobiologischer, pharma- 
kologischer und/oder biologischer Wirksamkeit und/oder Immunogenitat binden. Ferner werden Antikorper zur Verfu- 

10 gang gestellt, die an das erfindungsgemaBe Kaliumkanalprotein oder an Deriyate oder Fragmente desselben mil gleicher 
elektrophysiologischer, pharmakologischer und/oder biologischer Wirksamkeit und/oder Immunogenitat binden, wobei 
das Kaliumkanalprotein oder die Derivate oder Fragmente desselben mit gleicher elektrophysiologischer, pharmakologi- 
scher und/oder biologischer Wirksamkeit und/oder Immunogenitat Bestandteil eines Kaliumkanales sind und somit eine 
andere dreidimensional Suruktur aufweisen konnen als die isolierten erfindungsgemaBen Kaliumkanalproteine. Verfah- 

15 ren zur Herstellung von Antikorpern sind dem Fachmann allgemein bekannt (E. Harlow und D, Lane, a.a.O.). Die Anti- 
korper sind erhaltlich, indem man Here mit dem erfindungsgemaBen Kaliumkanalprotein oder Derivaten oder Fragmen- 
ten desselben mit gleicher elektrophysiologischer, pharmakologischer und/oder biologischer Wirksarakeit und/oder Im- 
munogenitat immunisiert. Polykonale Antikorper werden dann aus dem Serum der Here gewonnen, wShrend monoklo- 
nale Antikorper aus dem Ubersland von Hybridomzellen erhaltlich sind. Hybridomzellen sind erhaldich, indem man An- 

20 tikorper produzierende Zellen mit Tumorzellen fusioniert (E. Harlow and D. Lane, a.a.O.). 

ErfindungsgemaB eingeschlossen sind auch Spezieshomologe des erfindungsgemaBen humanen Kaliumkanalproieins 
Kv6.2 sowie deren Derivate und/oder Fragmente mit gleicher Immunogenitat. Die Spezieshomologe zeichnen sich da- 
durch aus, daB sie aus vom Menschen verschiedenen Spezies entstammen und eine Aminosaureidentitat von mindestens 
60% zum erfindungsgemaBen humanen Kaliumkanalprotein aufweisen und - wie bereits oben beschrieben - zusammen 

25 mit anderen Kaliumkanaluntereinheiten Kaliumkanale bilden, die vorzugsweise Klasse IC Antiarrhythmika binden. 

Besonders bevorzugt staimnt das Spezieshomologe aus der Maus und weisl die in SEQ ID NO: 4 gezeigte Auiinosau- 
rcscqucnz auf. 

Die Erfindung wird im folgenden durch Beispiele, Sequenzprotokolie und Figuren verdeudicht. 
30 Kurze Beschreibung der Hguren 

Fig.l 

A) Genomische Organisation des humanen Kv6.2 Gens 

35 Die kodierende Region ist schematisch durch zwei Rechtecke daigestellt. Die sieben schwarzen Balken zeigen die 

sechs hydrophoben, moglicherweise membranspannenden Segmente SI bis S6 und das an der Porenbildung betei- 
ligte Segment P an. ResUiktionsschnittstellen sind wie folgt abgekurzt: EV-EcoRV, P-Psd, S-SacI, B-BamHI. Diese 
ResLriktionsschnittstellen wurden durch einzehie bzw. doppelte Verdauungen und die Sequenziening lokalisiert. 
Die Exon-InU-on Ubergange (SEQ ID NO: 9 und 13) wurden durch Vergleich der genomischen Sequenz des huma- 

40 nen Kv6.2 mit der humanen Kv6.2 cDNA (hKv6.2 cDNA SEQ ID NO: 1) bzw. der Maus cDNA (mKv6.2 cDNA 

SEQ ID NO: 3) erhalten. Das humane genomische Sacl/Pstl-Fragment (Probe A) wurde als Hybridisierungssonde 
fur die Nortiiem- Analyse in Fig. 2 verwendet. Die gestrichelten Linien verweisen auf die genomischen Sequenzen 
der Exon-Intron Ubergange. Intronsequenzen sind unterstrichen. Unterhalb der hKv6.2 Sequenz ist die abgeleitete 
Teilproteinsequenz angegeben. mKv6.2 cDNA und hKv6.2 cDNA zeigt die cDNA- Sequenzen im Bereich der 

45 Exon-Intron tJbergange. 

B) Konservierte Nucleotid-Sequenzen des humanen Kv6.2 (SEQ ID NO: 1) und des Mus musculus Kv6.2 Gens 
(SEQ ID NO: 3), aus denen der offene Leserahmen abgeleitet wurde. 

Die Striche (-) in der Maus-Sequenz deuten auf zur humanen Sequenz identische Nukleotide hin. 

C) Offener Leserahmen der abgeleiteten Aminosauresequenz (SEQ ID NO: 2) der humanen Kv6.2 a-Untereinheii. 
50 Die sechs hydrophoben, moglicherweise membranspannenden Segmente sind mit SI bis S6 markiert. Die Markie- 

rungen mit PKC und CamK zeigen die putativen Phosphorylierungsstellen fur Proteinkinase C und C&-"*'-Calmodu- 
lin abhangige Kinase 11. 

D) Homologie (in %) der humanen Kv6.2 Proteinsequenz (SEQ ID NO: 2) zu Proteinsequenzen von reprasentati- 
ven Mitgliedem der einzelnen Kv-Unterfamilien aus der Ratte. 
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Fig-: 



A) Northern-Analyse der Expression humaner Kv6.2 mRNA in verschiedenen Geweben. 

Die aufgetragene mRNA ist iiber der jeweiligen Spur vermerkt. Das humane genomische SacI/Pstl-Fragment (SEQ 
60 ID NO: 5), das in Fig, 1 A als Probe A bezeichnet isU wurde als Hybridisierungssonde verwendet. In Herz, Niere, 

Muskel, Leber und Pankreas wurde eine 5.5 kb groBe Kv6.2 mRNA detektiert. Die RNA-Menge in den einzelnen 
Bahnen wurde durch eine Hybridisierung mit einer markierten ^-Aktin cDNA Probe konU-ollierL 

B) Northern- Analyse der Expression der Kv6.2 mRNA in verschiedenen Geweben der Ratte. 

Die Herkunft der aufgetragenen mRNA ist uber der jeweiligen Spur vermerkt. Ein genomisches DNA-Fragment 
65 (SEQ ID NO: 7), das die DNA-Sequenz von MKv6.2 zwischen Nucleoud 1281-1443 in Fig, IB beinhaltet, wiirde 

hier als Hybridisierungssonde benutzt. Eine praferentiell im Herz exprimierte 2.6 kb lange mRNA vmrde detektiert. 
Die RNA Menge in den einzelnen Bahnen wurde durch eine Hybridisierung mit einer markierten P-Aktin cDNA 
Probe Oberpruft. 
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C) Northern-Analyse der Expression der Kv6.2 mRNA innerhalb verschiedenen Regioneri des Ratten- Herzens. 
Die aufgeiragencn mRNAs aus verschiedenen Regionen des Ratten-Herzens sind iiber der jeweiligen Spur ver- 
merkt. Die Kv6.2-Exprcssion in Vorhofkammem ist starker als in Septum und ventrikularen Kammem. 

Fig. 3 

In situ Hybridisierung und immunocytochemische Lokalisation des niKv6.2-Gens in adultem Maus-Gehirn. 
Eine 393 bp Antisense-RNA, die Nucleotide 1281-1443 der kodierenden mKv6.2 DNA (Fig. lB(b), Seq. ID. Nr. 7) 
rcprascniiert, wurde bier fur die in situ Hybrisierung an adulten Maus-Gehirn- Schnitten verwendet. 
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A) Praferentielle Expression: der Kv6.2 mRNA in Korheir-Zellen des Gyrus Dentatus und in Pyramiden-Zellen des 
tiippocampalen CA3-Feldes. 
H) Kontrolle mit einer Sense-RNA Probe. 

C) Maus-Gehim-Schnitt angefarbt mit deni Anti-Kv6.2 Antikoper, wobei eine starke Farbung im Moosfasersystem 

des Ilippocanipus gefunden wurde. ' 15 

D) Blockicrung der in Fig. 3C gezeigten Farbung durch Zugabe von Peptide (Kv6.2 Antigen). 

Fig. 4 

lA>kaltsaiii>n iics Kaliumkanal-Gens, hKv6.2, in der Region des humanen Chromosoms 18q22-23. 20 

Vcfplcich der kinciischcn Higcnschaften homomultimerer Kv2.1-Kanale mit denen von Kanalen, die durch die Coex- 
prcssion von Kv2, 1 und K\b.2 a-Untereinheiten gebildet werden. 25 

A) Auswanssironic jicnicsscn mit der "patch-clamp"-Mcthodc an mit hKv2.1 DNA (B. Albrccht ct al.. Receptor 

und Channels 1 (1995) 99, HMBL Access. Nr. L02840) oder mit hKv6.2-DNA (SEQ ID NO: 1) transient transfi- 

/icncn (IK) Zcllcn b/.u. mil hKv2.1-DNA und hKv6.2-DNA cotransfizierten (hKv2,l + hKv6.2) CHO-ZeUen. 

B> Aufiraiiunii nonualisicrlcr Leitfahigkeiten (G/Gmax, Ordinate) fiir humane Kv2.1-Str6me (gefUllte Kreise) und 30 

fiir cocxprifuicnc humane Kv2.1-Strdme mit humanem Kv6.2 (ofFene Kreise) gegen das Membranpotential (Ab- 

zisse). 

Jeder Punki siclli den Miiielwert ± Standardfehler von in sechs Experimenten fur humanes Kv2. 1 und elf Experi- . 
nicMitcn lur das Kv2.1 Kv6.2 Heteromultimer durchgeifuhrten Messungen dar. Diirchgezogene Linien stellen die 
Ausglcichskurvcn gcniiiB der Boltzmann-Gleichung dar mit V0.5 = +10.8 ± 2.5 mV fur Kv2.1 alleine und V0.5 = 35 
-10 ± 2.5 mV fur Sironie fur Kv2.1 koexprimiert mit Kv6.2 a-Untereinheiten (T-test fiir zwei Gruppen, p<0.o65). 
Die Sleigung zwischcn bciden Kurven weist keinen Unterschied auf (S = 15.3 ± 1.5 ftir Kv2.1 Homomultimere; S = 
14.5 ± 9 fur Kv2. 1/Kv6.2 Heteromultimere). Die Koexpression von hKv2. 1 und hKv6.2 verschiebt den Spannungs- 
verlauf der Aktivicrung urn 20 mV zu negativeren Testpotentialen gegenuberhKv2.1 allein. 

C) Effekt der hKv6.2 a-Untereinheit auf die Inakdvierungskinedk des Kv2.1-vermittelten Auswartsstroms. 40 
Die Wcllenfomien von Kaliumstromen in CHO-ZeUen, die mit Kv2.1 alleine iransfiziert worden waren, wurden mit 
jenen uberlagert, die von CHO-Zellen, die mit Kv2.1- und Kv6.2-Untereinheiten kotransfiziert worden warcnf Die 
Depolarisierungspuisc wurden bis +40 mV angelegt. Das Haltepotential betrug -80 mV. Die Inaktivieningszeit- 
konstanle fur Kv2. 1-Stroine betragt T = 7. 17 ± 2. 1 msec, (n = 4), und fiir Kv2. 1/Kv6.2 coexprimierte Strome betragt 
T = 4.98 ± 5 msec, (n = 4). AUe Transfektionen wurden in Gegen wart des Indikators GFP (grun fluoreszierendes 45 
Protein, M. Chalfie et al.. Science 263 (1994) 802-805, S. Wang und T. Hazelrigg, Nature 369 (1994) 400-403) 
durchgefiihrt. Die Transfektionsablaufe und die Bedingungen fiir das Aufzeichnen von SUromen an ganzen Zellen 
waren dieselben wie die in Fig, 6 beschriebenen. 

Fig. 6 50 

■' . ■ ' ■ ■ ■ ■ . ' 

Die Koexpression von hKv2.1 und hKv6.2 verschiebt gegenuber hKv2.1 den Spannungsverlauf derDeaktivierung um 
60 mV zu negativeren Testpotentialen. 

Beispiele 55 
Beispiel 1 

Isolierung von Klonen aus humanen und Maus genomischen DNA-Bibliotheken 

60 

1 • 10^ Plaques einer SVJ129 Maus genomischen DNA-Bibliodiek (Cloniech, Palo Alto, CA) wurden in 20 NZ-Plat- 
ten (NZ: 16 g/1 NZ-Pulver, 5 g/l Hefeextrakt, 15 g/I Bacto-Agar; Chemikalien von Gibco BRL, Eggenstein, DE) mit ei- 
nem Durchmesser 150 mm ausplaitiert. Die genomische Phagen-DNA wurde dann auf 20 Membranfilter (Duralon-UV 
Membran, Stratagene) transferiert. Es folgte eine Hybridisierung der Filter in 50% Formamid, 0.8 M NaCi, 20 mM Pipes 
(Piperazin-N,N'-bis [2-ethansulfonsaure], Sigma), 1% SDS, 100 pg/ml denaturierte Heringssperm-DNA, in H2O und mit 65 
^^P-markierler Maus Kv3.1 cDNA (Nucleotid 223-1356, Access. No. Y07521, Yokoyama et ai., 1989) als Probe. Diese 
Hybridisierung wurde bei 60°C fur 1 8 Stunden durchgefiihrt. Die Filter wurden anschlieBend mit 0. lxSET/0. 1 % SDS in 
H2O (20xSET: 3 M NaCl, 400 mM Tris/HCn, pH 7.4, 200 mM EDTA; Chemikalien von Sigma, fiir 0. IxSET wird 20xSet 



BNSDOCID: <DE_i 



.19841 41 3C1J_> 



DE 198 41413 CI 

1 : 200 verdunnt) gewaschen. Nach erfolgter Autoradiograhie bei -70**C wurden die auf den Rontgenfilmen (Kodak, Ro- 
chester, N.Y) sichtbaren Signale den entsprechenden Plaques auf den Flatten zugeordnet. 

Die genomischen DNA-Fragmente wurden aus den positiven Phagen-Klonen isoliert und dann mit Sad, Xbal, EcoRI, 
BamHI und PstI sowohl einzeln als auch doppelt verdaut. Die verdauten DNA-Fragmente wurden in einem Agarose-Gel 
5 elektrophoretisch aufgetrennt und dann auf Nylonmembran transferiert. Drei DNA-Fragmente wurden durch eine wei- 
tere Hybridisierung, durchgefuhrt wie oben, idenlifiziert. Dies waren ein 1.0 kb BamHI/SacI Fragment, ein 1.0 kb Xbal/ 
Sad Fragment und ein 0.9 kb SacI/PslI Fragment. Die Sequenzierungen der drei DNA-Fragmente zeigte, daB sie zusam- 
men den gesamten kodierenden Bereich fur Kv6.2 enthielten. 

Die drei isolierten genomischen Maus DNA Fragniente wurden dann fur die Isolierung des humanen Kv6.2-Gens als 
10 Hybridisierungssonden verwendet, wobei 1 • 10^ Phagen-Plaques aus einer humanen genomischen DNA-Bibliothek 
(Clontech, Palo Alto, CA) ausplaltiert wurden. Die Ilybridisierungs- und Waschbedingungen waren wie oben beschrie- 
ben. Nach Southern-Analyse und Sequenzierung wurden drei humane genomische Fragmente erhalten: ein 1.5 kb Sad/ 
FxoRV Fragment, ein 0.8 kb Pstl/SacT Fragment und ein 0.8 kb SacT/BamHT Fragment. (Fig. 1 A), die zusammen den ge- 
samten kodierenden Bereich fiir Kv6.2 (Fig. IC) enthielten. 

15 

Beispiel 2 

Kartierung der Restriktionsschniitsstellen innerhalb des isolierten genomischen DNA-Bereichs 

20 Zur Erzeugung einer Restriktionskarte wurden die Insertionen der isolierten genomischen Phagen-DNAs mit Restrik- 
tionsenzynien nach Standardmethoden einfach oder doppelt verdaut und die Fragmente wurden anschlieBend in den 
Agarose-Gelen elektrophoretisch aufgeu-ennt (T. Maniatis et al., a.a.O.). Langenvergleiche der verdauten DNA-Frag- 
mente emioglichten die Erstellung der Restriktionskarten der isolierten genomischen Regionen (siehe Fig. 1 A). Die 
DNA-Fragmente, die der kodierenden Bereich des Kv6.2-Gens beinhalten, wurden mit dem Fachmann bekannten Me- 

25 thoden durch Southem-Analysen (T. Maniatis et al., a.a.O., KM. Southern, J. Mol. Biol. 98(1975) 503-517) innerhalb 
der isolierten genomischen Regionen lokalisiert. Die Sequenzierungen dieser DNA-Fragiiiente ennoglichten die Identi- 
fizicrung der Transkriptionsrichtung des Kv6.2-Gcns. 
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Beispiel 3 
DNA-Sequenzierung 



Die DNA-Fragmente, die dem kodierenden Bereich des Kv6.2.Gens entspracheri, wurden in die EcoRI-Schnittstellen 
des Bluescript Vektors (Stratagene, La Jolla, CA) kloniert. Die Kv6.2 DNA wurde dann nach der Metiiode von Sanger et 
35 al., (P.N.A.S. USA 74 (1977) 5463-5467) mit T7-DNA Polymerase (Sequenase, US Biochemicals, Cleveland, Ohio) se- 
quenzien. Plasmid-spezifische Oligonukleotide Ml 3, Reverse, T3 und T7 (Stratagene, La Jolla, CA, SEQ ID Nos: 
23-26) wurden fiir die Sequenzierungen als Primer verwendet. 



Beispiel 4 
Northern-Analyse 



Der Multiple Tissue Northern (MTN) blot (Clontech, Palo Alto, CA) enthielt jeweils 2 mg poly-A+ mRNA aus Herz, 
Gehim, Plazenta, Lunge, Leber, Skelettmuskel, Niere und Pankreas. Das 0.6 kb Sacl/Psa-Fragment (Probe A in Fig. 1 A) 
wurde ^-P-markiert (T. Maniatis et al., a.a.O.) und dann als Hybridisierungssonde verwendet. Die Sonde wurde in Hybri- 
disierungslosung (50% Formamid, 5xSET, lOx Denhardt's (lOOx Denhardt's: 20 g/l FicoU 400 (Sigma), 20 g/1 BSA 
(Sigma), 20 g/l Polyvinylpyroiidon (Merck), 1 : 10 verdunnt), 1% SDS (Biorad), 100 mg/ml Heringssperm DNA 
(Sigma) in HoO) bei 42"C 24 Stunden an die mRNA hybridisiert. Der Blot wurde anschlieBend nacheinander in '\\^sch- 
losung 1 (2xSSC (20xSSC: 173 g/l NaCl, 88,2 g/l NaCitrat, pH 7,0, alle Chcmikalien von Sigma, fur 2xSSC 1 : 10 ver- 
dunnt)); 0.1% SDS; in HoO) bei RT und in Waschlosung 2 (O.lxSSC (20xSSC 1 : 200 verdunnt; 0.1% SDS; in H2O) bei 
50°C gewaschen. Nach dem Waschen erfolgte eine Autoradiograhie auf den Rontgenfilmen (Kodak, Rochester, N.Y.) bei 
-70°C. 

Der zweite Multiple Tissue Northern (MTN) blot (Clontech, Palo Alto, CA) enthielt jeweils 2 mg poly- A* mRNA aus 
Ratten-Herz, -Gehim, -Milz, -Lunge, -Leber, -Skelettmuskel, -Niere und -Testis. Der Northern blot mit RNA aus Ratten- 
55 Herz enthielt jeweils 5 mg polv-A+ mRNA aus linkem Vorhof, rechten Vorhof, Septum, linker ventrikularer Kammer 
und rechter venuikularer Kammer. Das 1.2 kb Sacl/Sacl genomische Maus DNA-Fragment wurde ^^p-markiert und 
dann als Hybridisierungssonde fur die beiden Blots verwendet. Die Hybridisierungs- und Waschbedingungen sowie die 
Autoradiographiebedingungen entsprachen denen des ersten MTN-Blots. 

60 Beispiel 5 

PCR 

Die Verknupfung der zwei kodierenden Bereiche des humanen Kv6.2-Gens wurde durch eine Kombination von PCR- 
65 Technik und Verdauung mit der TVp US Resuikdonsendonuklease Earn 11041 durchgefuhrt (K.A. Padgett el al.. Gene 
168 (1996) 31-35). Der crste 624 bp kodicrende Bereich fiir N-Terminus und Sl-Segment (Nukleotide 1-624 von Seq. 
ID. Nr. 1) wurde durch PGR mit zwei Oligonukleotiden Seaml (SEQ ID NO: 17) und Seam6 (SEQ ID NO: 19) araplifi- 
ziert, wobei das 1.2 kb groBe genomische humane SacI/EcoRV DNA-Fragment als Matrize verwendet wurde. Eine Ko- 
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zak-Sequenz (5'-CCACC-3', SEQ ID NO: 27) wurde vor das Start-Codon in das Seaml Oligonukleotid eingebaut. Der 
zweiter 777 bp kodierender Bereich fur S2-S6 Segmenle und C- Terminus (Nukleotide 625-1401 von Seq. ED. Nr. 1) 
wurde durch eine zweite PGR mil Oligonukleotiden Seam5 (SEQ ID NO: 20) und Seani4 (SEQ ID NO: 22) amplifiziert, 
wobei das 1.6 kb Pstl/BamHI genomische humane DNA-Fragment (Fig. 1 A) als Matrize verwendet wurde. Fur die bei- 
den Amplifikationen wurde insgesamt 14 Reaktionszyklen niit KlenTaq Polymerase (Clontech, Palo Alto, CA) durchge- 5 
fiihrt, wobei die methylierten Deoxycytosintriphosphate (dCTPs, Stratagene) in das DNA-Fragment durch Zugabe von 
5'-Methyl-dCTP in den letzten funf Reaktion-Zyklen eingebaut wurden. Die anschlieBende Verdauung mitEam 11041 
(Stratagene, La JoUa, CA) erzeugte komplementare uberhangende Enden am 3'-Ende des ersten PCR-Fragments (CCC) 
und am 5-Ende des zweiten PCR-Fragments (GGCf), Das eingebaute methylierte dClP verhinderte die Verdauung der 
intemen Earn 11041 Schnitisiellen in den PCR-Fragmenten. Durch Ligation mit T4-DNA-Ligase (MBI Ferinentais, Buf- lo 
falo, NY) wurden die beiden PCR-Fragmente miteinanderVerknupft, Es resultierte ein DNA-Fragment mit dem gesam-- 
ten kodierenden Bereich des humanen Kv6.2-Gens. 

Beispiel 6 

15 

Humane chromosomale Lokalisation 

Ein 14 kb langer humaner genomischer XDNA-Klon, der den kodierenden Bereich fur S2-S6 und C-Terminus der 
Kv6.2 a-Untercinheit enthielt, wurde mit Biotin-16-dUTP (Boehringer, Mannheim) markiert und dann fur eine FISH- 
Analyse als Sonde verwendet. Die FISH-Analyse erfolgte nach der von P. Lichter et al., PNAS USA 85 (1988) 20 
9664-9668 und C. Fonatsch et al.. Int. .7. Chancer 26 (1980) 749-7.54 beschriebenen Methode. Die Signale wurden mit 
Fluoreszenz-Isothiozyanat gekoppeltem Avidin-DCS® (Vector Laboratories) detektiert und die Lokalisierung der Si- 
gnale in Metaphase-Chromosomen wurde mit Hilfe eines konfocalen Laser Scanning Mikroskops (C. Zeiss, LSM 410, 
Germany) durchgefiihrt. 

25 

Beispiel 7 

In situ Hybridisierung und Inununozytochemie 

Das 393 bp lange DNA-Fragment (Nukleotide 1-393 von SEQ ID NO: 7) aus dem 0.9 kb Maus Sad/PsJ-DNA-Frag- 30 
ment wurde in den Blueskript Vektor umkloniert Zwei linealisierte DNA-Klone mit dieser Insertion in zwei verschiede- 
nen Orientierungen wurden fur die Synthesen von Anti-Sense-RNA und Sense-RNA mit Hilfe des mMessagemMachine 
Kits (Ambion, Austin, TX) verwendet, wobei die RNAs mit Hilfe von T3- bzw. Tv-RNA-Polymerase synthietisiert und. 
dabei niit ^^P-UTP markiert wurden (Melton et al.. Nucleic Acidis Res. 12 (1984) 7035-7056^ 

In einem Kryostaten wurden 10-16 pm dicke Gefrierschnitte angefertigt und bei Raumtemperatur getrocknet. An- 35 
schlieBend wurden die Schnitte fiir 5 Min. in eiskalter, PBS gepufferter, 4%ige Formalin-Losung fixiert. Die Hybridisie- 
rungen mit den -^^P-markierten Antisense- und Sense-RNAs erfolgten in Hybrisierungslosung (50% Formamid (Fluka), 
10% Dextransulfat (Sigma), 0.3 M NaCl (Sigma), 20 mM Tris/HCl (Sigma, pH = 7.4), 5 niM EDTA (Sigma), 20 mM 
DTT (Dithiotreitol, Sigma), Ix Denhardt's Reagenz (lOOx Denhardt's 1 : 100 verdunnt), 100 pg/ml denaturierte Lachs- 
sperma-DNA, 200 pg/ml Hefe-tRNA) unter einem Deckglaschen iiber Nacht bei 42**C. Die Schnitte wurden dann in 40 
lxSSC/4 mM DTT bei 55-65°C gewaschen. Die Objekttrager wurden dann uber lxSSC/4 mM DTT, 0. IxSSC, 75% Et- 
hanol entwassert und luftgetrocknet. Die Exposition erfolgte fur 3-7 Tage bei Raumtemperatur mit MR-Filni (Kodak, 
Rochester, NY. Die Schnitte wurden dann in auf 42**C vorgewarmte Photoemulsion (Kodak, Rochester, NY) getaucht, 
iiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet und fiir 1 Woche bei 4**C exponiert. Die Entwicklung erfolgte mit D19-Ent- 
wickler und Unifix (Kodak, Rochester, NY). 45 

Fiir die Erzeugung der Antigen-Peptide wurde das 393 bp DNA-Fragment (Nukleotide 1-393 von SEQ ID NO: 7) aus 
dem 0.9 kb genomischen Sacl/PstI Maus-DNA-Fragment isoliert und dann in den kodierenden Leserahmen des Glutat- 
hion-S-Transferase (GST) Gens im pGEX-2T Vektor (D.B. Smith und K.S. Johnson, Gene 67 (1988) 31-40) umkloniert. 
Dieses DNA-Fragment enthielt den kodierenden Bereich fiir den C-Tenninus der mKv6.2 a-Untereinheit (C-mKv6.2, 
SEQ ID NO: 8). Das Fusionsprotein von GST und C-mKv6.2 wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG (Isopropylthioga- so 
lactosid, Gibco-BRL) in dem mit dieser Plasmid-DNA transformierten E.coli-Bakterienstamm XL-1 Blue (Stratagene) 
induziert und dann durch Glutathion- Agarose (Sigma, St, Louis, MO) aufgereinigt. Zwei ca. 4-5 Monate alte weibliche 
Kaninchen wurden mit diesem Fusionsprotein nach der Standard-Methode (E. Harlow und D. Lane, a.a.O.) immunisiert. 
Fiir die Affinitatsreinigung des Anti-Kv6.2 Antikorpers wurde C-mKv6.2 mit einem His-Tag im Bakterienstamm BL21 
induziert, der den pET-16b Vektor (Novagen, Madison, WI, F.W. Studier et al.. Methods in Enzymology 185 (1990) 55 
60-89) mit dem 393 bp DNA-Fragment (Nukleotide 1-393 von Seq. ID. Nr. 7) enthielt. Die Aufreinigung des C- 
mKv6.2-Proteins mit His-Tag wurde durch eine Nickel-Saule (Novagen, Madison, WI) durchgefuhrt. Ca. 100 pg aufge- 
reinigtes C-mKv6.2-Protein wurde auf eine 1 cm^ groBe Nitrocellulosemembran (Schleicher & Schuell, Keen, Nil) ge- 
bunden und dann zwei Stunden lang mit IxPBS Losung mil 5% Milchpulver bei Raumtemperatur blockiert. Die erhal- 
tene Membran wurde in der PBS-Losung mir 1 : 5 verdiinniem Kaninchen- A nti .serum iiber Nacht bei 4°C inkubiert. und 60 
dann einmal in der Waschlosung 1 (IxPBS (20xPBS: 3 M NaCl, 161 mM NaaHPOA, 39 mM KH2PO4, 1 : 20 verdunnt), 
1% BSA (Sigma), 0.5% Triton X-100 (Sigma)) und zweimal in der Waschlosung 2 (IxPBS, 1% BSA) gewaschen. Die 
Elution erfolgte in einer Elutionslosung (0.2 M Glycin, 0.15 M NaCl, 0.1% BSA, pH=2.5). 

Adulte Mause wurden betaubt und mit einer L5sung aus 4% Formaldehyd, 0.05% Glutaraldehyd und 0.2% Pikrin- 
saure in 0.1 M Phosphatpuffer (pH=7,4) perfundiert. Nach der Fixierung wurde mit 0.15 M Saccharose in 0.13 M Phos- 65 
phatpuffer (pH=7.4) gespiilt, das Gehim wurde herausoperiert und auf -50**C eingefroren. 25 pm dicke Gefrierschnitte 
wurden dann bei -21°C angefertigt. Die Schnitte wurden 30 min bei Raumtemperatur mit 1% NaBH* in PBS reduziert 
und dann mit PBS gewaschen. Zur Zerstdrung der endogenen Peroxidaseakuvitat wurden die Schnitte fiir 30 Minuten bei 



9 



BNSDOCIO: <DE_19841413C1_L> 




DE 198 41 413 C 1 

RT mit 0.05% Phenylhydrazin und 10% normales Ziege-Serum (Gibco-BRL) mil 0.3% Triton x-100 behandelt. Die 
Schnitte wurden mit dem 1 : 50 verdunnien gereinigten Anti-C-niKv6.2 Antikorper bei 4*'C uber Nachi inkubiert. Fur 
das Peptid-Blockierungsexperiment wurde dieser Antikorper in einer 10 pg/ml Antigen-Peptidlosung fiir 2 Stunden bei 
Raumtemperatur prainkubiert. Nach dem Waschen mit PBS wurden die Schnitte weitere 3 Stunden bei Raumtemperatur 
5 mit der Zweitantikorperlosung (biotinylierter Ziege-Kaninchen Antikorper, 1 : 2000 in PBS, Camon) inkubiert und an- 
schlieBend mit dem Elite- ABC-Komplex (Vectastain Elite-ABC Kit, Vector) fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 
Die Farbreaktion mit 3,3'-Dianiinobenzidin wurde in 0.015% H2O2 fiir 3 min durchgefuhrt (S.M. Hsu et al., J. Histo- 
chem. Cytochem, 29 (1981) 577-580), 

10 BeispielB 

Funktionelle Expression und elektrophysiologische Technik 

Das DNA-Fragnient (SEQ ID NO: 1), das den gesamten kodierenden Bereich fiir die hKv6.2 a-Untereinheit enlhielt, 
15 wurdc in den dciii Fachmann gut bekannlen pCDNA3 Vektor (Inviux>gene, Carlsbad, CA) zu Expressionsstudien klo- 
nicn. hKv2.1 cDNA auch in einen anderen pCDNA3 Vektor (Invitrogene, Carlbad, CA) inseriert. Insgesamt 1 pg Plas- 
mid-DNA (cniwcder Kv2.1, Kv6.2 allein oder Kv2.1 mit Kv6.2 zusammen) und lag DNA fiir GFP wurde zur Transfek- 
lion von CllO-Zolicn mil DMRIE-C-Reagens (eine 1 : 1 Mischung aus Kation-Lipid DMRIE und Cholesterol, Gibco- 
BHT^ I jlc Tcchnoloiiics) cingesetzt. 500 ml Opti-MEM 1-Medium (Gibco-BRL, Life Technologies) mit 2 pg Plasmid- 
20 DNA un*l 5»X) ml Opii-MEM 1-Medium mit 6.4 pi DMRDE-C-Reagens wurden zusammengemischt, und anschlieBend 
bei RT fiir 45 Minuicn inkubiert, wobei ein Liposom-DNA-Komplex gebildet wurde. 2 • 10^ (^HO-ZeUen in einer 35- 
mm Schalc wunicn Aucrsl mit Opti-MEM 1-Medium gewaschen, danach wurde die Losung mit diesem Lipid-DNA- 
KonjplcN aul'dic /cllschichi ausplattiert. Nach einer Inkubation fur 5-6 Stunden bei 37**C in einem Inkubator unter 5% 
CO2 wurdc die Losung durch normales Medium ersetzt, und die Zellen wurden fur weitere 12-24 Stunden bei 37**C in- 
25 kubicn. AnschlieBend wurik:n 5 • lO'* Zellen in eine neue Schale (35 mm) fiir die eleklrophysiologischen Messungen 
umgcsci/.i. 

Auswiin SSI roll ic wurden 24 48 Stunden nach der Transfcktion mit Hilfc der wholc-ccll Konfiguration dor patch- 
clamp 'Icchnik (O.P. TIaniill ci u!., Pfliigers Arch. (1981) 85-100) gemessen. Die Mikropipetten wurden mit einem DMZ- 
Uni vcrsal Puller (/cii/. Insirumcnis. Augsburg, Germany) gezogen und hatten einen Widerstand zwischen 2-3 MQ nach 
30 der Fiillun^ mil der inirazcllurarcn Losung (105 mM Kaliuraasparlat, 20 mM KCl, 10 mM BAPTA, 10 mM HEPES, 1.5 
mM MgCl:, 2 niM C^Ch. 5 niM Glukose, 2 mM ATP-Na2, pH=7.2, alle Chemikalien von Sigma). Fur die eleklrophy- 
siologischen Messungen wurden die CHOZellen zuerst in einer extrazellularen Losung (140 mM NaCl, 5.3 KCl, 1 
. . MgCl2, 2 niM C:aCl2, 10 mM IHiPES, 5 mM Glukose, pH=7.3) auf einem Haltepoiential -80 mV gehalten und anschlie- 
Bend dcpolarlsien auf Testjxiicniiale von -70 bis 80 mV in Abstande von 10 mV von je 300 ms Dauer. 

35 
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SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Forschungsgesellschaft Genion mbH 

(B) STRASSE: Abteistr. 57 

(C) ORT: Hamburg 

(D) BUNDESLAND: Hamburg 

(E) LAND: Bundesrepublik Deutschland 

(F) .POSTLErTZAHL: .20149 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Neuer spannungsabhSngiger Kaliumkanal 
und seine Verwendung zur Entwicklung von Therapeutika 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 27 

(iv) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIE.BSSYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 



10 



15 



20 



25 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1401 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 30 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNA 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 35 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:1..1401 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product* "Reifes humanes Kv6 • 2 
Protein" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

ATG GAG CCA TGG CCC TGC TCC CCG GGC GGC GGC GGC GGG ACC CGC GCC 48 
Met Glu Pro Trp Pro Cys Ser Pro Gly Gly Gly Gly Gly Thr Arg Ala 
15 10 15 

GGG CAC GTC ATC ATC AAC GTG GGC GGC TGC CGC GTG CGC CTG GCA TGG 96 
Arg His Val He He Asn Val Gly Gly Cys Arg Val Arg Leu Ala Trp 

20 .25 .30 50 

GCC GCG CTG GCG CGA TGC CCC CTC GCG CGC CTG* GAG CGC CTG CGC GCC 144 
Ala Ala Leu Ala Arg Cys Pro Leu Ala Arg Leu Glu Arg Leu Arg Ala 
35 40 45 

55 

TGC CGC GGC CAC GAC GAC CTG CTG CGC GTG TGT GAC GAC TAG GAC GTG 192 
Cys Arg Gly His Asp Asp Leu Leu Arg Val Cys Asp Asp Tyr Asp Val 
50 55 60 

60 



65 
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AGC CGC GAG GAG TTC TTC TTC GAG GGC AGC CCG TGC GCC TTC CGC GCC 240 
Ser Arg Asp Glu Phe Phe Phe Asp Arg. Ser Pro Cys Ala Phe Arg Al'a 
65 70 75 80 

ATC GTG GCG CTT TTG CGC GCA GGG AAG CTG CGA CTG CTG CGG GGC CCG 288 
lie Val Ala Leu Leu Arg Ala Gly Lys Leu Arg Leu Leu Arg Gly Pro 
85 90 95 

TGC GCG CTG GCC TTC CGC GAC GAG CTG GCC TAG TGG GGC ATC GAG GAG 336. 
Cys Ala Leu Ala Phe Arg Asp Glu Leu Ala Tyr Trp Gly lie Asp Glu 
100 105 lid 



GCG CGC CTG GAG CGC TGC TGC CTG CGC CGC CTG CGC CGC CGC GAG GAG 384 

Ala Arg Leu Glu Arg Cys Cys Leu Arg Arg Leu Arg Arg Arg Glu Glu 
<5 115 120 125 

GAG GCG GCC GAG GCC CGC GCG GGG CCG ACG GAG CGC GGG GCG CAG GGG 432 

Glu Ala Ala Glu Ala Arg Ala Gly Pro Thr Glu Arg Gly Ala Gin Gly 
130 135 140 

20 

AGC CCG GCG CGC GCC CTG GGA CCT CGG GGG CGG CTG CAG CGC GGC CGG 480 

Ser Pro Ala Arg Ala Leu Gly Pro Arg Gly Arg Leu Gin Arg Gly Arg 
145 150 155 160 

25 CGG CGC CTG CGC GAC GTG GTG GAC AAC CCG GAG TCG GGG CTG GCG GGC 528 

Arg Arg Leu Arg Asp Val Val Asp Asn Pro His Ser Gly Leu Ala Gly 
165 170 175 



30 



35 



40 



45 



AAG CTG TTC GCC TGC GTG TCC GTG TCC TTC GTG GCC GTC ACG GCC GTG 576 
Lys Leu Phe Ala Cys Val Ser Val Ser Phe Val Ala Val Thr Ala Val 
180 185 190 

GGC CTG TGC CTG AGC ACC ATG CCG GAC ATC CGC GCC GAG GAG GAG CGG 624 
Gly Leu Cys Leu Ser Thr Met Pro Asp lie Arg Ala Glu Glu Glu Arg 
195 200 205 

GGC GAG TGC TCC GCC AAG TGC CGC AGC CTG TTC GTG CTG GAG ACC GTG 672 
Gly Glu Cys Ser Pro Lys Cys Arg Ser Leu Phe Val Leu Glu Thr Val 
210 215 220 

TGC GTG GCC TGG TTC TCC TTC GAG TTC CTG CTG CGC TCC CTG CAG GCC 720 
Cys Val Ala Trp Phe Ser Phe Glu Phe Leu Leu Arg Ser Leu Gin Ala 
225 230 235 240 

GAG AGC AAG TGC GCC TTC CTG CGC GCG CCA CTC AAC ATC ATT GAC ATC 768 
Glu Ser Lys Cys Ala Phe Leu Arg Ala Pro Leu Asn lie lie Asp lie 
245 250 255 



60 



CTG GCG CTC CTG CCG TTC TAG GTG TCG CTG CTG CTG GGG CTG GCG GCA 816 
Leu Ala Leu Leu Pro Phe Tyr Val Ser Leu Leu Leu Gly Leu Ala Ala 
50 260 265 270 

GGC CCG GGC GGG ACC AAG CTC CTG GAG CGC GCG GGG CTG GTG CTG CGG 864 
Gly Pro Gly Gly Thr Lys Leu Leu Glu Arg Ala Gly Leu Val Leu Arg 
275 280 285 

CTG CTG CGT GCG CTG CGC GTG CTC TAG GTG ATG CGC CTG GCG CGC CAC 912 
Leu Leu Arg Ala Leu Arg Val Leu Tyr Val Met Arg Leu Ala Arg His 
290 295 300 

TCG CTG GGG CTG CGT TCG CTG GGC CTG ACC ATG CGC CGC TGC GCG CGC 960 
Ser Leu Gly Leu Arg Ser Leu Gly Leu Thr Met Arg Arg Cys Ala Arg 
305 310 315 320 

GAG TTC GGG CTG CTG CTG CTG TTC CTC TGC GTG GCC ATG GCG CTC TTC 1008 

Glu Phe Gly Leu Leu Leu Leu Phe Leu Cys Val Ala Met Ala Leu Phe 

^5 325 330 335 
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GCG CCA CTG GTG CAC CTG GCC GAG 
Ala Pro Leu Val His Leu Ala Glu 
340 

TTC TCC AGC GTG CCC GCC AGC TAT 
Phe Ser Ser Val Pro Ala Ser Tyr 
355 360 

ACC GTG GGC TAG GGC GAC ATG GTC 
Thr Val Gly.Tyr Gly Asp Met Val 
370 375 

GTG GCG CTC AGC AGC ATC GTC AGC 
Val Ala Leu Ser Ser lie Leu. Ser 
385 390 

GTC ACC TCC ATC TTC CAC ACC TTT 
Val Thr Ser He Phe His Thr Phe 

405 



CGC GAG CTG 
Arg Glu Leu 
345 

TGG TGG GCC 
Trp Trp Ala 



CCG CGC AGC 
Pro Arg Ser 



GAG CAG CAG CAG CGC GCG GCC 
Glu Gin Gin Gin Arg Ala Ala 

420 

AGC ACG CAC TGG GCC ACA GCC 
Ser Thr His Ser Ala Thr Ala 
435 

AGC GCG GGC CTG GCC GAC GAC 
Ser Ala Gly Leu Ala Asp Asp 
450 455 

GGG CGC TGA 
Gly Arg * 
465 



AGC 
Ser 



ACC 
Thr 
440 

TCC 
Ser 



GGC ATC CTG 
Gly He Leu 
395 

TCG CGC TCC 
Ser Arg Ser 
410 

CCC GAG CCG 
Pro Glu Pro 
425 

GAG GAC AGC 
Glu Asp Ser 



GGC GCG CGC CGC GAC 
Gly Ala Arg Arg Asp 
350 

GTC ATC TCC ATG ACC 
Val He Ser Met Thr 
365 

CTG CCC GGG CAG GTG 
Leu Pro Gly Gin Val 
380 

CTC ATG GCC TTC CCG 
Leu Met Ala Phe Fro 
400 



GCG GAT GCG 
Ala Asp Ala 



TAC TCC GAG CTC AAG 
Tyr Ser Glu Leu Lys 

415 

GCC CTG CAG GAG GAC 
Ala Leu Gin Glu Asp 
430 

TCG CAG GGC CCC GAC 
Ser Gin Gly Pro Asp 
445 

CTG TGG GTG CGG GCA 
Leu Trp Val Arg Ala 
460 



1056 



1104 



1152 



1200 



1248 



1296 



1344 



1392 



1401 



10 



15 



20 



30 



35 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 467 Amino ScLur en 

(B) ART: Aminos Slur e 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii).ART DES MOLEKOLS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 

Met Glu Pro Trp Pro Cys Ser Pro Gly Gly 
1 5 .10 

Arg His Val lie lie Asn Val Gly Gly Cys 
20 25 

Ala Ala Leu Ala Arg Cys Pro Leu Ala Arg 
35 40 

Cys Arg Gly His Asp Asp Leu Leu Arg Val 
50 55 

Ser Arg Asp Glu Phe Phe Phe Asp Arg Ser 
65 70 

He Val Ala Leu Leu Arg Ala Gly Lys Leu 
85 90 



2: 

Gly Gly Gly Thr 



Arg Val 
Leu Glu 



Arg Leu 
30 

Arg Leu 
45 



Cys Asp 
60 



Asp Tyr 
Ala Phe 
Arg Leu Leu Arg 



Pro Cys 
75 



Arg Ala 

15 

Ala Trp 
Arg Ala 
Asp Val 



Arg Ala 
80 

Gly Pro 
95 



40 



45 



SO 
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60 
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Cys Ala Leu Ala Phe Arg Asp Glu Leu Ala Tyr Trp Gly lie Asp Glu 
100 105 110 

5 Ala Arg Leu Glu Arg Cys Cys Leu Arg Arg Leu Arg Arg Arg Glu Glu 
115 120 123 

Glu Ala Ala Glu Ala Arg Ala Gly Pro Thr Glu Arg Gly Ala Gin Gly 
130 135 140 

Set Pro Ala Arg Ala Leu Gly Pro Arg Gly Arg Leu Gin Arg Gly Arg 
145 150 155 160 

Arg Arg Leu Arg Asp Val Val Asp Asn Pro His Ser Gly Leu Ala Gly 
165 170 175 

IS 

Lys Leu Phe Ala Cys Val Ser Val Ser Phe Val Ala Val Thr Ala Val 
180 185 190 

Gly Leu Cys Leu Ser Thr Met Pro Asp He Arg Ala Glu Glu Glu Arg 
2*> 195 200 205 

Gly Glu Cys Ser Pro Lys Cys Arg Ser Leu Phe Val Leu Glu Thr Val 
210 215 220 

25 Cys Val Ala Trp Phe Ser Phe Glu Phe Leu Leu Arg Ser Leu Gin Ala 
225 230 235 240 

Glu Ser Lys Cys Ala Phe Leu Arg Ala Pro Leu Asn He He Asp He 

245 250 255 

30 

Leu Ala Leu Leu Pro Phe Tyr Val Ser Leu Leu Leu Gly Leu Ala Ala 
260 265 270 

Gly Pro. Gly Gly thr Lys Leu Leu Glu Arg Ala Giy Leu Val Leu Arg 

275 280 285 

Leu Leu Arg Ala Leu Arg Val Leu Tyr Val Met Arg Leu Ala Arg His 
290 295 300 

Ser Leu Gly Leu Arg Ser Leu Gly Leu Thr Met Arg Arg Cys Ala Arg 
305 310 315 320 

Glu Phe Gly Leu Leu Leu Leu Phe Leu Cys Val Ala Met Ala Leu Phe 
325 330 335 

Ala Pro Leu Val His Leu Ala Glu Arg Glu Leu Gly Ala Arg Arg Asp 
340 345 350 

Phe Ser Ser Val Pro Ala Ser Tyr Trp Trp Ala Val He Ser Met Thr 

355 360 365 

Thr Val Gly Tyr Gly Asp Met Val Pro Arg Ser Leu Pro Gly Gin Val 
370 375 380 

Val Ala Leu Ser Ser lie Leu Ser Gly He Leu Leu Met Ala Phe Pro 
55 385 390 395 400 



35 



40 



45 



SO 
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Val Thr Ser lie Phe His Thr Phe Ser Arg Ser Tyr Ser Glu Leu Lys 
405 410 415 

Glu Gin Gin Gin Arg Ala Ala Ser Pro Glu Pro Ala Leu Gin Glu Asp 
420 425 430 

Ser Thr His Ser Ala Thr Ala Thr Glu Asp Ser Ser Gin Gly Pro Asp 

435 440 445 

Ser Ala Gly Leu Ala Asp Asp Ser Ala Asp Ala Leu Trp Val Arg Ala 
450 455 460 

Gly Arg * 
465 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1446 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 

(vi) URSPRttNLICHE HERKUNFT: 
(A) ORGANISMUS: Maus 



lU 



15 



20 



30 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME /SCHLfJS BEL: CDS 

(B) LAGE:i. -1446 

•(D) SONSTIGE ANGABEN: /product^ "Reifes murines Kv6.2 

Protein" 35 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 



ATG GCC CGG CTC CTG GGG GAG COG GAG GCC CCC GAG GOG GAA CCT GGC 48 
Met Ala Arg Leu Leu Gly His Pro Glu Ala Pro Asp Ala Glu Pro Gly 
470 475 480 



40 



AGC GCA GGC CGA CAG GGC CGT GGC GGC CGC GGG GCC CGG GCG CGC CAC 96 
Ser Ala Gly Arg Gin Gly Arg Gly Gly Arg Gly Ala Arg Ala Arg His 
485 490 495 

45 

GTC GTT ATC AAC ATC TGG GGC TGC AGG GTG CGT CTG GCC TGG GCC GCG 144 
Val Val He Asn He Trp Gly Cys Arg Val Arg Leu Ala Trp Ala Ala 
500 505 510 515 

CTG GCC CGC TGT CTC CTG GCG CGC CTC GAG CGC CTG CGA ACC TGC CGC 192 50 

Leu Ala Arg Cys Leu Leu Ala Arg Leu Glu Arg Leu Arg Thr Cys Arg 
520 525 530 

GGC CAC GAG AAA CTG CTG CGC GTG TGT TAG GAG TAC GAG ATG AGC CGC 240 
Gly His Glu Lys Leu Leu Arg Val Cys Tyr Asp Tyr Asp Met Ser Arg 55 
535 540 545 

GAG AAA TTC TTC TTC GAA GGC AGC CGG TGC GCT TTC GGC CCC ATC GTG 288 
Asp Lys Phe Phe Phe Glu Gly Ser Pro Cys Ala Phe Gly Pro He Val 
550 555 560 



65 
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GCG CTG CTG CGC GCC CGC AAA GTG AGG GTG CTG CGC GGC COT TGC GCC 336 
Ala Leu Leu Arg Ala Arg Lys Val Arg Val Leu Arg Gly Pro Cys Ala 

565 570 575 *" ' " 

CTG GCC TTC CGC GAA AAA GTG GCC TAG TGG GGC ATC GAG GAA ACQ CGG 384 
Leu Ala Phe Arg Glu Lys Val Ala Tyr Trp Gly lie Asp Glu Thr Arg 
580 585 590 595 

CTG GAA CGC TGC TGC CTG CGC CGC CTG CGC CGC CGC GAG GAG GAG GCC 432 
Leu Glu Arg Cys Cys Leu Arg Arg Leu Arg Arg Arg Glu Glu Glu Ala 
600 605 610 

CCC GAG GCC AGC GCC GCG CAG CCC GCC CGA GGG CCG CAG AGC ACC CCC 480 
Pro Glu Ala Ser Ala Ala Gin Pro Ala Arg Gly Pro Gin Thr Thr Pro 
615 620 625 

CGC CGA GCC CTG GGA CCC AGC GGG CGG CTG GAG AGA GGC AGA CGG CGC 528 
Arg Arg Ala Leu Gly Pro Ser Gly Arg Leu Glu Arg Gly Arg Arg Arg 
630 635 640 

TTG CGA GAC GTG GTG GAG AAC CCG CAC TCC GGG CTG GCG GGC ATC TTT 576 
Leu Arg Asp Val Val Glu Asn Pro His Ser Gly Leu Ala Gly lie Phe 
645 650 655 

25 TTC GCA TAT GTC TCC GTG GCT TTC GTG GCC GTC ACA GCC GTC GGC TTG 624 
Phe Ala Tyr Val Ser Val Ala Phe Val Ala Val Thr Ala Val Gly Leu 
660 665 670 675 

TGC CTG AGC ACC ATG CCG GAT GTC CGC GCA GAA GAG GAA CGG GGC GAG 672 
30 Cys Leu Ser Thr Met Pro Asp Val Arg Ala Glu Glu Glu Arg Gly Glu 

680 685 690 

TGC TCC ACA AAG TGC CGC AAC CTG TTC GTG CTG GAG AC G GTG TGC GTG 720 
Cys Ser Thr Lys Cys Arg Asn Leu Phe Val Leu Glu Thr Val Cys Val 
695 700 705 



lu 
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20 



35 



40 



45 



55 
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GCC TGG TTC TCC TTC GAG TTC CTG CTG CGC TCC CTG CAG GCT GAG AGC 768 
Ala Trp Phe Ser Phe Glu Phe Leu Leu Arg Ser Leu Gin Ala Glu Ser 
710 715 720 

AAG TGC GCC TTC CTC CGG ACG CCG CTT GCC ATC ATC GAC ATC CTG GCC 816 
Lys Cys Ala Phe Leu Arg Thr Pro Leu Ala lie lie Asp lie Leu Ala 
725 730 735 

ATC CTG CCC TTA TAG GTG TGG CTG CTC GCG GGA CTG GCG GCA GGG CCC 864 
lie Leu Pro Leu Tyr Val Ser Leu Leu Ala Gly Leu Ala Ala Gly Pro 
740 745 750 755 



ACG GGC AGC AAG ATG CTG GAG CGC GCG GGT CTG GTG CTG CGG CTG CTG 912 
Thr Gly Ser Lys Met Leu Glu Arg Ala Gly Leu Val Leu Arg Leu Leu 
50 760 765 770 

CGG GCG CTG CGC GTG CTC TAG GTG ATG CGC CTG GCG CGC CAC TCG TTG 960 
Arg Ala Leu Arg Val Leu Tyr Val Met Arg Leu Ala Arg His Ser Leu 
775 780 785 



GGG CTG CGC TCG CTT GGC CTC ACC GTG CGC CGC TGC GCG CGC GAG TTC 1008 
Gly Leu Arg Ser Leu Gly Leu Thr Val Arg Arg Cys Ala Arg Glu Phe 
790 795 800 

GGA CTG CTG CTG CTC TTC CTC TGC GTG GCC ATG GCG CTC TTC GCG CCG 1056 
Gly Leu Leu Leu Leu Phe Leu Cys Val Ala Met Ala Leu Phe Ala Pro 
805 810 815 

CTC GTG CAC CTG GCT GAG CGC GAG CTG GGC GCT CAC CGC GAC TTC TCC 1104 

Leu Val His Leu Ala Glu Arg Glu Leu Gly Ala His Arg Asp Phe Ser 

820 825 830 835 



16 



DE 198 41 413 C 1 



AGC GTC CCC GCC AGC TAG TGG TGG GCA GTC ATC TCC ATG ACC AGO GTG 1152 
Ser Val Pro Ala Ser Tyr Trp Trp Ala Val lie Ser Met Thr Thr Val 
840 845 850 

GGC TAT GGA GAG ATG GTG CCG CGC AGC GTT CCG GGC GAG GTG GTG GCG 1200 
Gly Tyr Gly Asp Met Val Pro Arg Ser Leu Pro Gly Gin Val Val Ala 
855 860 865 

GTG AGC AGC ATC GTC AGG GGC ATC GTG GTC ATG GCC TTC CCT GTC ACC 1248 
Leu Ser Ser lie Leu Ser Gly lie Leu Leu Met Ala Phe Pro Val Thr 
870 875 880 



TCC ATC TTC GAG ACC TTC TCG CGC TCC TAT TGG GAG CTC AAG GAG GAG 1296 
Ser lie Phe His Thr Phe Ser Arg Ser Tyr Ser Glu Leu Lys Glu Gin 
885 890 895 



15 



CAA CAG CGC GCG GCC AGC CCT GAA CCG GCC CTG CGC GAG GAC AGC AGG 1344 
Gin Gin Arg Ala Ala Ser Pro Glu Pro Ala Leu Arg Glu Asp Ser Thr 
900 905 910 915 

20 

CGT GAT GAC AGT ACA CGT TCG GCC AGC GCC ACT GAG GAC AGC TCT CAG 1392 
Arg Asp Asp Ser Thr Arg Ser Ala Ser Ala Thr Glu Asp Ser Ser Gin 
920 925 930 

GAC CCT GAG ACC GCA GGC GCG GCA GGG AAC TTG CCG GGC CGG GTG GGA 1440 25 

Asp Pro Glu Thr Ala Gly Ala Ala Gly Asn Leu Pro Gly Arg Val Gly 
935 940 945 

CCC TGA 1446 

Pro * 30 



Leu Ala Arg Cys Leu Leu Ala Arg Leu Glu Arg Leu Arg Thr Cys Arg 

50 55 60 

Gly His Glu Lys Leu Leu Arg Val Cys Tyr Asp Tyr Asp Met Ser Arg 

65 70 75 80 



35 



40 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4; 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 482 Amino s^uren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Met Ala Arg Leu Leu Gly His Pro Glu Ala Pro Asp Ala Glu Pro Gly 
15 10 15 

Ser Ala Gly Arg Gin Gly Arg Gly Gly Arg Gly Ala Arg Ala Arg His 
20 25 30 

Val Val lie Asn He Trp Gly Cys Arg Val Arg Leu Ala Trp Ala Ala 50 
35 40 45 
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15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



Asp Lys Phe Phe Phe Glu Gly Ser Pro Cys Ala Phe Gly Pro lie Val 
85 90 -95 . 

Ala Leu Leu Arg Ala Arg Lys Val Arg Val Leu Arg Gly Pro Cys Ala 
100 105 110 

Leu Ala Phe Arg Glu Lys Val Ala Tyr Trp Gly lie Asp Glu Thr Arg 
115 120 125 

Leu Glu Arg Cys Cys Leu Arg Arg Leu Arg Arg Arg Glu Glu Glu Ala 
130 135 140 

Pro Glu Ala Ser Ala Ala Gin Pro Ala Arg Gly Pro Gin Thr Thr Pro 
145 150 155 160 

Arg Arg Ala Leu Gly Pro Ser Gly Arg Leu Glu Arg Gly Arg Arg Arg 
165 170 175 

Leu Arg Asp Val Val Glu Asn Pro His Ser Gly Leu Ala Gly lie Phe 
180 185 190 

Phe Ala Tyr Val Ser Val Ala Phe Val Ala Val Thr Ala Val Gly Leu 
195 200 205 

Cys Leu Ser Thr Met Pro Asp Val Arg Ala Glu Glu Glu Arg Gly Glu 
210 215 220 

Cys Ser Thr Lys Cys Arg Asn Leu Phe Val Leu Glu Thr Val Cys Val 

225 230 235 240 

Ala Trp Phe Ser Phe Glu Phe Leu Leu Arg Ser Leu Gin Ala Glu Ser 
245 250 255 

Lys Cys Ala Phe Leu Arg Thr Pro l#eu Ala lie lie Asp lie Leu Ala 



lie Leu Pro Leu Tyr Val Ser Leu Leu Ala Gly Leu Ala Ala Gly Pro 
275 280 285 

Thr Gly Ser Lys Met Leu Glu Arg Ala Gly Leu Val Leu Arg Leu Leu 
290 295 300 

Arg Ala Leu Arg Val Leu Tyr Val Met Arg Leu Ala Arg His Ser Leu 

305 310 315 320 

Gly Leu Arg Ser Leu Gly Leu Thr Val Arg Arg Cys Ala Arg Glu Phe 
325 330 335 

Gly Leu Leu Leu Leu Phe Leu Cys Val Ala Met Ala Leu Phe Ala Pro 
340 345 350 

Leu Val His Leu Ala Glu Arg Glu Leu Gly Ala His Arg Asp Phe Ser 
355 360 365 

Ser Val Pro Ala Ser Tyr Trp Trp Ala Val He Ser Met Thr Thr Val 
370 375 380 

Gly Tyr Gly Asp Met Val Pro Arg Ser Leu Pro Gly Gin Val Val Ala 
385 390 395 400 

Leu Ser Ser He Leu Ser Gly He Leu Leu Met Ala Phe Pro Val Thr 



405 



410 



415 
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Ser He Phe His Thr Phe Ser Arg Ser Tyr Ser Glu Leu Lys Giu Gin 
420 425 430 

Gin Gin Arg Ala Ala Ser Pro Glu Pro Ala Leu Arg Glu Asp Ser Thr 
435 440 445 

Arg Asp Asp Ser Thr Arg Ser Ala Ser Ala Thr Glu Asp Ser Ser Gin 

450 455 460 

Asp Pro Glu Thr Ala Gly Ala Ala Gly Asn Leu Pro Gly Arg Val Gly 
465 470 475 480 

Pro * 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5; 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 620 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo Sapiens 



10 



15 



20 



25 



30 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:150. .620 . 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/note== "kodierender Bereich des 

humanen genomischen Sacl/Pstl-Fragmentes" 35 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: ( 
GAGCTCACCT CCGAGGGTTC GGTGCCGGCC CGGCCCCTGG ATCCCCGCGG GCGGACGCGC 60 

40 

TCCCCCAGCT CAGCCCTCGC GACCCTAACG CGGTCCGTTC CTTTTGCAGG AGCCGGGCAG 120 

GAGCCCCTCG GTCCGGTCCG GCCCTGCGC ATG GAG CCA TGG CCC TGC TCC CCG 173 

Met Glu Pro Trp Pro Cys Ser Pro 

GGC GGC GGC GGC GGG ACC CGC GCC CGG CAC GTC ATC ATG AAC GTG GGC 221 
Gly Gly Gly Gly Gly Thr Arg Ala Arg His Val He He Asn Val Gly 
10 15 20 

GGC TGC CGC GTG CGC CTG GCA TGG GCC GCG CTG GGG CGA TGC CCC CTC 269 50 

Gly Cys Arg Val Arg Leu Ala Trp Ala Ala Leu Ala Arg Cys Pro Leu 
25 30 35 40 

GCG CGC CTG GAG CGC CTG CGC GCC TGC CGC GGC CAC GAG GAG CTG CTG 317 
Ala Arg Leu Glu Arg Leu Arg Ala Cys Arg Gly His Asp Asp Leu Leu 55 
45 50 55 

CGC GTG TGT GAC GAC TAG GAG GTG AGC CGC GAG GAG TTC TTC TTC GAG 365 
Arg Val Cys Asp Asp Tyr Asp Val Ser Arg Asp Glu Phe Phe Phe Asp 

60 65 70 ^ 



65 
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.CGC AGO CCG TGC GCC TTG CGC GCC ATC GTG GCG CTT TTG CGC GCA GGG 413 
Arg Ser Pro Cys Ala Phe Arg Ala He Val Ala Leu Leu Arg Ala Gly 
75 80 85 

AAG CTG CGA GTG CTG GGG GGG CCG TGC GCG GTG GCC TTC CGA GAG GAG 461 
Lys Leu Arg Leu Leu Arg Gly Pro Cys Ala Leu Ala Phe Arg Asp Glu 
90 95 100 

CTG GCC TAG TGG GGG ATC GAG GAG GCG CGC ATG GAC TGC CGC TGC CTG 509 
Leu Ala Tyr Trp Gly . He Asp Glu Ala. Arg Met Asp Cys Arg Cys Leu - 
105 : 110 115 120 

CGC CGC ATG CGC CGC CGC GAG GAG GAG GCG GCC GAG GCC CGC GCG GGG 557 
Arg Arg Met Arg Arg Arg Glu Glu Glu Ala Ala Glu Ala Arg Ala Gly 
125 130 135 

CCG ACG GAG CGC GGG GCG CAG GGG AGC CCG GCG CGC GCC CTG GGA CCT 605 
Pro Thr Glu Arg Gly Ala Gin Gly Ser Pro Ala Arg Ala Leu Gly Pro 
140 145 150 

GGG GGG GGG CTG CAG 620 
Arg Gly Arg Leu Gin 
155 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

30 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 157 Aminosauren 

(B) ART: Amino saure 
(D) TOFOLOGXE: linear 



(ii) ART DES MOLEKtiLS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Met Glu Pro Trp Pro Cys Ser Pro Gly Gly Gly Gly Gly Thr Arg Ala 
15 10 15 

Arg His Val He He Asn Val Gly Gly Cys Arg Val Arg Leu Ala Trp 
20 25 30 

Ala Ala Leu Ala Arg Cys Pro Leu Ala Arg Leu Glu Arg Leu Arg Ala 
45 35 40 45 

Cys Arg Gly His Asp Asp Leu Leu Arg Val Cys Asp Asp Tyr Asp Val 
50 55 60 

50 Ser Arg Asp Glu Phe Phe Phe Asp Arg Ser Pro Cys Ala Phe Arg Ala 
65 — 70 75 80 

He Val Ala Leu Leu Arg Ala Gly Lys Leu Arg Leu Leu Arg Gly Pro 
85 90 95 

55 

Cys Ala Leu Ala Phe Arg Asp Glu Leu Ala Tyr Trp Gly He Asp Glu 
100 105 110 

Ala Arg Met Asp Cys Arg Cys Leu Arg Arg Met Arg Arg Arg Glu Glu 

60 

Glu Ala Ala Glu Ala Arg Ala Gly Pro Thr Glu Arg Gly Ala Gin Gly 
130 135 140 

Ser Pro Ala Arg Ala Leu Gly Pro Arg Gly Arg Leu Gin 
^5 145 150 155 



20 



10 
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(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: '7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 392 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA ; 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 
(A) ORGANISMUS: Maus 

(Ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLXiSSEL: CDS 

(B) LAGE:1. .162 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /no te= "Maus Kv6.2 (3 * -Bereich) " 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

GAG CTC AAG GAG GAG CAA GAG CGC GCG GCC AGC COT GAA COG GCC CTG 48 
Glu Leu Lys Glu Gin Gin Gin Arg Ala Ala Ser Pro Glu Pro Ala Leu 
15 10 15 

CGC GAG GAG AGC ACG CGT GAT GAG AGT ACA CGT TCG GCC AGC GCC ACT 96 25 

Arg Glu Asp Ser Thr Arg Asp Asp Ser Thr Arg Ser Ala Ser Ala Thr 
20 25 30 

GAG GAC AGC TCT CAG GAC CGT GAG ACC GCA GGC GCG GCA GGG AAC TTG 144 
Glu Asp Ser Ser Gin Asp Pro Glu Thr Ala Gly Ala Ala Gly Asn Leu 30 
35 40 45 

CCG GfGC CGG GTG GGA CCC TGAGCTGTAC TGAGAACTTC AAGAGAGTCA 192 
Pro Gly Arg Val Gly Pro 

50 35 

AGAGCCTCGG AGGACACCTA GCGCCAACTG ACCCAGGAGT TGGCAAACTT GGTCTGGCAT 252 
ATCCTTGCAG CTGGCTCGCC TCCCCAAGCA ATTCCCGAGC TTCGCATAGC CTGGAGGATA 312 
TAGCAACCTG GCTTTCTTTT TGCTTTTATT TTCCCTTCAG TTTTAAATTT TCTATGGCTA 372 
ATTAAAAATA ATTGAGTCCC 392 

45 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 50 

(A) LANGE: 54 Aminosauren 

(B) ART: Amino s^ure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOlS: Protein 55 



60 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 8: 

Glu Leu Lys Glu Gin Gin Gin Arg Ala Ala Ser Pro Glu Pro Ala Leu 
15 10 15 

Arg Glu Asp Ser Thr Arg Asp Asp Ser Thr Arg Ser Ala Ser Ala Thr 
20 25 30 

Glu Asp Ser Ser Gin Asp Pro Glu Thr Ala Gly Ala Ala Gly Asn Leu 

35 AO. ; ^5 

Pro Gly Arg Val Gly Pro 
50 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 9: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 22 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 
25 (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : RNA 

(vi) URSPRONGLICHE HERKUNFT: 
30 (A) ORGANISMUS: Homo Sapiens 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_RNA 
. (B) LAGE: 1. .22 
35 (I^) SONSTIGE ANGAiBEN: /note= "Intron/Exon-Ubergang " 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: !• .15 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "kodierender Bereich/Exon" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9j 



GCC GAG GAG GAG CGG GTGAGCG 22 
Ala Glu Glu Glu Arg 
45 1 I 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 10: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5 Amino sauren 
55 (B) ART: Amino saure 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Protein 

^ (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10; 

Ala Glu Glu Glu Arg 
1 5 



65 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENN2EICHEN: 

(A) LANGE: 36 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLQGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: RNA 

(vi) URSPRtiNGLICHE HERKUNFT: 
(A) ORGANISMUS: Homo Sapiens 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLtJSSEL: misc_RNA 

(B) LAGE: 1..36 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "Intron/Exon-Obergang " 

(ix) MERKMAL: 

<A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 
(B) LAGE: 24.. 36 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "kodie render Bereich/Exon" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

CCCCGTGTCC CCTCTCCCCC GCAG GGC GAG TGC TGC 

Gly Glu Cys Ser 
1 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4 Amino sSuren 

(B) ART: Amino saure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Gly Glu Cys Ser 
1 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO; 13: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM; Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: RNA 



.19841413C1J_> 
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(vi) URSPRtiNGLICHE HERKUNFT: 
(A) ORGANISMUS: Maus 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: CDS 

(B) LAGE: 1. .27 

(D) SONSTIGE ANGABEN; /iiote= "kodierender Bereich: ttbergang Exon 1 
zu Exon 2" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG:. SEQ ID NO: .13: . 

GCA GAA GAG GAA CGG GGC GAG TGG TCC 27 
Ala Glu Glu Glu Arg Gly Glu Cys Ser 
1 5 



20 (2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 14; 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Amino saure 

25 (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

30 

Ala Glu Glu Glu Arg Gly Glu Cys Ser 
1 5 



35 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: NukleinsSure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

45 (ii) ART DES MOLEKttLS: RNA 

(vi) URSPRttNGLICHE HERKUNFT: 
(A) ORGANISMUS: Homo Sapiens 



40 



50 . 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHL»SSEL: CDS 

(B) LAGE: 1..27 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "kodierender Bereich: Otergang Exon 1 
zu Exon 2" 

55 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

GCC GAG GAG GAG CGG GGC GAG TGC TCC 27 
Ala Glu Glu Glu Arg Gly Glu Cys Ser 
1 5 

60 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Amino saure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

Ala Glu Glu Glu Arg Gly Glu Cys Ser 
1 5 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 32 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNA 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: misc_f eature 

(B) LAGE: 1,.32 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label= SEAM 1 
/note- "Primer fUr PGR" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 17.. 32 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label= SEAM 1 

/note- "Ko die render Bereich im Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

AGTTACTCTT CACCAC CAT GGA GCC ATG GCC C 

Met Glu Pro Trp Pro 
1 5 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NOj 18: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5 Amino s£lur en 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

Met Glu Pro Trp Pro 
1 5 



25 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 32 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE; linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : DNA 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLtJSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 1..32 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- SEAM 6 
/note* "Primer fUr PGR" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 
20 AGTTACTCTT CACCCCGCTC CTCCTCGGCG CO 32 

25 (2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 32 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 
30 (C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNA 



35 



40 



45 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 1. .30 ~ 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label= SEAM 5 
/note« "Primer fUr PGR" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: CDS 

(B) LAGE: 13.. 30 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label" SEAM 5 

/note= "Kodierender Bereich im Primer' 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 



AGTTACTCT TCA GGG CGA GTG CTC CCC CAA 30 
Gly Glu Cys Ser Pro Lys 
50 1 5 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 21: 



60 



65 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 6 AminosSuren 

(B) ART: Amino saure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUlS: Protein 



26 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21: 

Gly Glu Cys Ser Pro Lys 
1 5 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 22: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 2 7 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtJLS : DNA 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_f eature 

(B) LAGE: 1. .27 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label* SEAM 4 
/note= "Primer flir PGR" 

25 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 
AGTTACTCTT CATGTGGGCG GCGCAGG 27 

30 



(2) INFORMATION. ZU SEQ ID NO: 23: 

35 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 17 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 40 

(ii) ART DES MOLEKULS : DNA 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_f eature 

(B) LAGE: 1. .17 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label= M13 

/note= "Primer zum Sequenzieren" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 50 
GTAAAACGAC GGCCAGT 17 

55 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 24: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 60 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKOLS: DNA 



65 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLliSSEL; misc feature 

(B) LAGE: 1..19 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label" Reverse 
/note= "Primer zum Sequenzieren 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24; 

GGAAACAGCT ATGACCATG 19 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 25: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM; Einzel 

(D) TOPOLOGIE; linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : DNA 



(ix) MERKMAL: 
25 (A) NAME/SCHLtiSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 1. .20 ~ 
(D) SONSTIGE ANGABEN: /label= T3 

/note= "Primer zvim Sequenzieren" 

30 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25: 
AATTAACCCT CACTAAAGGG 

35 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 26: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNA 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc feature 
50 (B) LAGE: 1. .19 ~ 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /labels T7 

/note= "Primer zum Sequenzieren" 

55 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26: 

GGAAACAGCT ATGACCATG 



60 
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15 



20 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 27: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtJLS : DNA 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: misc_feature 

(B) LAGE: l.,5 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- Kozak 
/note* "Zum Einbau in Seaml" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 27: 
CCACC 5 

Patentanspriiche 

1. Kaliumkanalprotein, dadurch gekennzeichnet, daB es die in SEQ ID NO: 2 gezeigte Aminosauresequenz auf- 25 
wdsL 

2. Kaliumkanalprotein, dadurch gckcnnzcichnct, daB cs die in SEQ ID NO: 4 gczcigtc Aminosauresequenz auf- 
weist. 

3. Kaliumkanalprotein, dadurch gekennzeichnet, daB es ein Homologes, ein Derivat oder ein Fragment des Kali- 
umkanalproteins nach Anspruch 1 oder 2 ist, das die gleiche elektrobiologische, pharmakologische und/oder biolo- 30 
gische Wirkung und/oder Immunogenitat aufweist. 

4. Kaliumkanalprotein nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Aminpsaureidentitat von mindestens 
60% zum humanen Kaliumkanalprotein (SEQ ID NO: 2) aufweist und einer vom Menschen verschiedenen Spezies 
enisiaiimit. 

5. Kaliumkanal, dadurch gekennzeichnet, daB er mindestens das Kaliumkanalprotein einem der Anspruche 1 bis 4 35 
enthalt. 

6. Kaliumkanal nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB er zusatzlich das Kaliumkanalprotein Kv2.1 ent- 
halt. 

7. Kaliumkanal nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB er ein spannungsabhangiger Kaliumkanal 

isl. 40 

8. Nukleinsauremolekul, dadurch gekennzeichnet, daB es fiir ein Kaliumkanalprotein nach den Anspruchen 1 bis 4 

kodierL 

9. Nukleinsauremolekul, dadurch gekennzeichnet, daB es fur einen Kaliumkanal nach den Anspruchen 5 bis 7 ko- 
diert, 

10. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Sequenz enthalt, die aus 45 
der Gruppe bestehend aus 

a) der in SEQ ID NO: 1 angegebenen Nukleotidsequenz, 

b) der in SEQ ID NO: 3 angegebenen Nukleotidsequenz, 

c) syngenen oder komplementaren Sequenzen der Sequenzen gemaB a) oder b), soweit sie fiir ein Protein mit 
gleicher elcktrophysiologischer, pharmakologischer und/oder biologiischer Wirksamkeit und/oder Immunoge- 50 
nitat kodieren, und 

d) allelischen Varianten und Fragmenten der Sequenzen gemafi a), b) oder c), soweit sie fur ein Protein mit 
gleicher elektropysiologischer, pharmakologischer und/oder biologischer Wirksamkeit und/oder Immunogeni- 
tat kodieren. 

1 1 . Vektor, dadurch gekennzeichnet, daB er eines oder mehrere der Nukleinsauremolekule nach Anspruch 8 enthalt 55 

12. Vektor nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB er ein Expressionsvektor ist. 

13. Vektor, dadurch gekennzeichnet, daB er eines oder mehrere der Nukleinsauremolekule nach AnsprUchen 9 oder 
10 enthalt. 

14. Vektor nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB er ein Expressionsvektor ist. 

15. Wirti?zelle, dadurch gekennzeichnet^ daB sie mit einem Vektor nach den Anspruchen 1 1 oder 12 transformiert 60 
ist. 

16. Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, daB sie mit einem Vektor nach den Anspruchen 13 oder 14 transformiert. 
ist. 

17. Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, daB sie mit einem Vektor nach den Anspruchen 11 oder 12 und einem wei- 
teren Vektor, der eine Nukleinsauremolekul enthalt, das fUr bin weileres Kaliumkanalprotein kodiert, u-ansformiert 65 
isl. 

18. Wirtszelle nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB der weitere Vektor ein Nukleinsauremolekul ent- 
halt, das fiir das Kaliumkanalprotein Kv2.1 kodiert. 

29 
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19. Wirtszelle nach den Anspruchen 15 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine CHO-Zelle ist. 

20. Wirtszelle nach den Anspruchen 15 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB sie ein Xenopus Oozyt ist. 

21. Wirtszelle nach den Anspriichen 16 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB sie den durch die Vektoren kodierten 
Kaliumkanal exprimiert. 

5 22. Wirtszelle nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB sie den durch die Vektoren kodierten Kaliuinkanal 

auf ihrer Oberfiache exprimiert. 

23. Verfahren zur Expression eines Kaliumkanals, dadurch gekennzeichnet, daB man eine eukaryontische Wrts- 
zelle nach den Anspruchen 1 6 bis 22 unter Bedingungen kultiviert, die zur Expression des Kaliumkanals geeignet 
sind. 

10 24. Verfahren zuin Identifizieren und Testen von Substanzen, die geeignet sind, Kaliumkanale zu offnen, zu schlie- 

Ben, zu aktiyieren,. zU inaktivieren oder in ihren bippysikailischen Eigenschaften. zu verandern, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man 

a) an Wirt^zellen nach den Anspruchen 1 6 bis 22 den Kaliumauswartsstrom miBr^ 

b) die Wirtszellen mit einer Substanz in Kontakt bringt und 
15 c) an Wirtszellen erneut den Kaliumauswartsstrom mifit, 

wobei der Unterschied zwischen dem Kaliumauswartsstrom vor und nach Zugabe der Substanz die Akti vital der 
Substanz beslimmt. 

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB man den Kaliumauswartsstrom mit Hilfe der 
"patch-clamp"-Methode bestimmt. 
20 26. Verfahren nach den Anspruchen 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet, daB eine Substanz eine ofFnende Sub- 

stanz ist, wenn nach Zugabe der Substanz bei einem Membranpotential, bei dem ohne Zugabe der Substanz keine 
Kaliumauswartsstrome flieBen, Kaliumauswartsstrdme flieBen. 

27. Verfahren nach den Anspriichen 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet, daB eine Substanz eine aktivierende Sub- 
stanz ist, wenn nach Zugabe der Substanz ein bereits vorhandener Kaliumauswartsstrom verstarkt wird. 
25 28. Verfahren nach den Anspruchen 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet, daB eine Substanz eine schlieBende Sub- 

stanz isL, wenn nach Zugabe der Substanz bei einem Meinbranputenlial, bei dem ohne Zugabe der Substanz Kali- 
umauswartsstrome flicBcn, kcinc Kaliumauswartsstrome flicBcn. 

29. Verfahren nach den Anspruchen 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet, daB eine Substanz eine inaktivierende 
Substanz ist, wenn nach Zugabe der Substanz ein bereits vorhandener Kaliumauswartsstrom vermindert wird, ohne 

30 daB der Kaliumauswartsstrom vollstandig zum Erliegen kommt. 

30. Verfahren nach den Anspruchen 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet, daB eine Substanz eine verandemde Sub- 
stanz ist, wenn durch Zugabe der Substanz biophysikalische Eigenschaften des Kaliumkanals wie Spannungsabhan- 
gigkeit, Leitfahigkeit, Akti vierungszeitkbnstanten, Inaktivierungszeitkonstanten, Schaltverhalten, OfFenzeiten oder 
Geschlossenzeiten verandert werden. 

35 31. Verfahren nach den Anspruchen 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet, daB eine Substanz eine verandemde Sub- 

stanze ist, wenn durch Zugabe der Substanz die Zelloberflachenexpression des Kaliumkanals verandert wird. 
32. Verfahren zum Identifizieren und Testen von Substanzen, die geeignet sind, Kahumkanale zu offnen, zu schlie- 
Ben, zu aktivieren, zu inaktivieren oder in ihren biopysikalischen Eigenschaften zu verandern, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man 

40 a) an Wirtszellen nach den Anspruchen 16 bis 22 das Membranpotential miBt, 

b) die WulszeUen mit einer Substanz in Kontakt bringt und 

c) an Wirtszellen erneut das Membranpotential miBt, 

wobei der Unterschied zwischen dem Membranpotential vor und nach Zugabe der Substanz die Aktivitat der Sub- 
stanz besdmmt. 

45 33. Verfahren zum Idendfizieren und Testen von Substanzen, die geeignet sind, Kaliumkanale zu offnen, zu schlie- 

Ben, zu aktivieren, zu inaktivieren oder in ihren biopysikalischen Eigenschaften zu verandern, bei dem man 

a) an den erfindungsgemaBen Wirtszellen nach den Anspruchen 16 bis 22, das Membranpotential und den Ka- 
liumauswartsstrom miBt, 

b) die Wirtszellen mit einer Substanz in Kontakt bringt und 

50 c) das Membranpotential und den Kaliumauswartsstrom emeut miBt, 

wobei die Unterschiede zwischen dem Membranpotential und dem Kaliumauswartsstrom vor und nach Zugabe der 
Substanz die Aktivitat der Substanz bestimmt. 

34. Antikorper, der an das isolierte Kaliumkanalprotein nach den Anspruchen 1 bis 4 bindet. 

35. Antikoiper, der an das Kaliumkanalprotein nach den Anspruchen 1 bis 4 bindet, wobei das Kaliumkanalprotein 
55 Bestandteil eines Kaliumkanales nach den Anspruchen 5 bis 7 ist. 

36. Antikorper nach Anspruch 34 oder 35, dadurch gekennzeichnet, daB er ein polykonaler Antikorper ist. 

37. Antikorper nach Anspruch 34 oder 35, dadurch gekennzeichnet, daB er ein monoklonaler Antik6rper ist. 



Hierzu 11 Seite(n) Zeichnungen 
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Figur 1 B 
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Kv2.1 k=7,0±0,9 H=1,03±0.1 
Kv2.1/Kv6.2 k=0.37±0.08 H=0,6±0,07 
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